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1 .1 .1 .- BIGUANIDAS
1.- ASPECTOS GENERALES
Las biguanidas son compuestos cuya estructura puede con­
siderarse derivada del biuret (i) por sustitución de los dos á- 
tomos de oxígeno por grupas imino (l).
1 H 3 1 H 5
H N-C-N-C-NH h N-C-N-C-NH
2 D i» 2 2 «i ti 2
0 2 0 HN 3 NH
2 4
Biuret(l) Biguanida(ll)
Una formulación más actual y acorde con las propiedades




(i i i )
dónde la molécula ha cambiado el hidrógeno de la posición 3 a -  
la 2 ó A, indistintamente, adoptando la forma plana y deslocali 
zando los enlaces rr por encima y por debajo de toda la molécu­
la, alcanzando así una estructura muy semejante a la de las mo­
léculas aromáticas.
Es también muy estable la estructura monoprotonada (IV) 
que conserva la aromaticidad, deslocalizando la carga positiva. 
Este hecho es causa de la basicidad de las biguanidas.
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En disolución y para un amplio rango de condiciones de - 
pH ésta es la forma que predomina; mientras que a pH por debajo 
de 3 predomina la forma diprotonada (v) que se ha visto forzada 
a aceptar un protón en la posición 3, perdiendo la planaridad y 
con ella, la deslocalización electrónica; por esta razón el pro 
tón en 3 posee carácter ácido.
H2N'\C-A>C^H2 V  ' C - NH " C'NH2
NH 'NH NH Üh„
2 2 2 ^ 2
(IV) (V)
Las biguanidas son por le tanto, bases moderadamente — 
fuertes que forman sales con ácidos orgánicos e inorgánicos y- 
que a través de los nitrógenos 2 y 4 actúan como ligandos biden 
tados, combinándose con elementos de las series de transición , 
dando quelatos metálicos coloreados (l).
En la bibliografía consultada existe cierta confusión —  
con respecto a la nomenclatura. Se han utilizado indistintamen­
te los términos biguanida, diguanida y biguanidina, siendo el l2 
de ellos el que aparece con clara preferencia. Actualmente apa­
rece en el Chemical Abstracts como diamida imidodicarbonimidica 
y como biguanida.
Al igual que otros compuestos relacionados con la urea 
la biguanida posee varias formas resonantes, el número de posi­
bles estructuras es grande debido a que poseen gran cantidad de 
grupos capaces de sufrir movimientos protónicos y mesomerismo. 
Esta támbien puede adoptar configuraciones tautoméricas e inclu 
so puede llegar a formar un enlace intramolecular por puente de
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hidrogene, dánde lugar a una estructura cíclica de seis miem — 
bres.
El conocimiento de la posición de protonación resulta de 
particular interés por la reactividad química y actividad fisio 
lógica diferencial que imprime a la molécula.Este problema ha - 
sido sometido a extensas discusiones críticas (3) (4) (5).
2.- SINTESIS
Rathke (6) preparó la biguanida por digestión de tiocar— 
bamida y tiocianato de guanidina con tricloruro de fosforo. El 
método presenta un rendimiento bajo.
Mejores rendimientos presentan las síntesis que parten de 
la diaciandiamida con adición de una malécula de amoníaco.
Herth (7) calentó diciandimida con solución amoniacal de 
sulfato de Cu (il) a 105-110aC durente 12 horas en tubo cerrado 
No obtiene productos secundarios y presenta un buen rendimiento. 
Se obtienen mejores resultados calentando una solución alcohóli 
ca de diciandimida con cloruro amónico (B) •
Bamherger y Dickmann (6) calentaron una mezcla íntima 
de diciandimida (5g) y cloruro amónico (Bg) a 195eC duran-ce 5- 
10 mn. . El resultado es aún mejor que el anterior. Sustituyen 
do cloruro amónico por ioduro amónico el rendimiento aumenta - 
de 21 a 45% (9).
La biguanida como base libre fue separada al estado cris 
talind anhidro, a partir del correspondiente sulfato por reac­
ción con una de las siguientes disoluciones: hidróxido de Ba - 
rio, solución alcohólica de sodio metálico (10) (ll), NaOH en 
solución alcohólica a temperatura inferior a 652C Í10] ó NH
3
líquido y una sustancia básica (12).
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Dxley y Short (13) usando amoniometano ó fenilsulfonato 
en lugar de cloruro amónico obtienen un rendimiento del 18-30%
Shirai (14) expone una nueva síntesis con un rendimien 
to del 50-60%, utiliza la reacción entre o-alquilisoureas y pro
nidina en etanol. Pequeñas .cantidades de melanina y cianoguani- 
dina se forman como subproductos, de acuerdo con la siguiente - 
reacción
Un producto similar se obtiene por omonólisis de la o-me 
til amidino isourea (15) (16). El hidrocloruro se trata durante 
20 horas a 15-20SC en una disolución al 28% de hidróxido amóni­
co, produciédose biguanida con un rendimiento del 98%.
Se han sintetizado alquil y aril derivados basándose en 
la reacción general, indicada por COHN (17), entre 1-cianogua-
nidina y la amina correspondiente.
3.- PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS
a) Características ácido - base
Las biguanidas son bases moderadamente fuertes, forman sa 
les mono y diócidas. Una extensa variedad tienen valores de pKa 
para la 18 protonación comprendidos entre 10 y 13, éstos son com 
parables a los de las alquilaminas simples, las cuales poseen va
porciones equimoleculares de guanidina e hidroxicloruro de gua­
ní N-C— 0A1K + H N-C-NH 
2 Jl. 2 II 2
Et-OH
H N-C-NH-C-NH
2 ÜH Nh  :
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lores de pKa entre ID,5 y 11,0. Los valores de pKa para la 2 - - 
protonación de las biguanidas son del orden 1,9-3,3 , son por lo 
tanto bases más débiles que la anilina (pKa*=4,4) (is) (is)«
En términos generales son bases más fuertes que el amonía 
co y del mismo orden que las alquilendiaminas. Comparadas con al 
quilendiaminas como etilendiamina y propilendiamina, las biguani 
das son más fuertes como bases monoécidas pero más débiles como 
diácidas. Esto es posible debido, a su carácter anfolítico que les 
permite formar complejos internos con numerosos cationes.
Las sales formadas por biguanidas y ácidos orgánicos ó i- 
norgánicos se obtienen.en forma cristaline. Las bases libres se 
pueden obtener a partir del sulfato, precipitando el anión con i 
6n bario y también con sodio metálico en solución aloohólica (l).
Las bases libres son solubles en agua con fuerte reacción 
alcalina. Las sales inorgánicas son poco solubles en soluciones 
acuosas con excepción de los cloruros. Sin embargo pueden obte - 
nerse disoluciones concentradas adicionando un hidróxido en can­
tidad suficiente para liberar la base. Al disminuir el pH por a- 
dición de un ácido, se forman lentamente cristales de la sal más 
insoluble.
La mayor parte de las biguanidas poseen un máximo de ab - 
sorción alrededor de 230-240 nm. (4), que aumenta en intensidad 
al pasar de la especie libre a la monoprotonada (20). La banda 
sufre un desplazamiento batocrómico al pasar a la especie dipro- 
tonada (21). Se observa que a pH superiores a 2 (22'J el espectro 
de la biguanida en la zona del U.V. presenta una banda de absor­
ción característica con un máximo a 230 nm. y un mínimo que osci 
la alrededor de los 215 nm. . La intensidad de este máximo aumen
- l ü -
ta con el pH del medio hasta que éste alcanza el valor de 4. Pa~ 
ra valores superiores de pH dicho máximo permanece aproximadamen 
te constante.
Las disoluciones acuosas de alquilbiguanidas son estables 
varios dias a temperatura ambiente en álcalis diluidos, pero se 
descomponen en caliente produciendo guanidinas, urea y aminas en 
corto tiempo (5).
4
La hidrólisis ácida de biguanidas bajo una gran variedad 
de condiciones produce principalmente guanilureas (23) (24) (25). 
La reacción es lenta bajo condiciones suaves a temperatura embien 
te. En el caso de las biguanidas sus disoluciones acuosas tienden 
a estar en equilibrio entre ella misma y sus productos de hidró­
lisis, esto es, guanilurea y amoníaco. Sin embargo, la cantidad 
de éste último es insignificante (l). La hidrólisis es rápida,20 
mn,en ácidos a ebullición (26) (27 ).
Algunos derivados como lap-fenetilbiguanida- son extraor­
dinariamente resistentes a la acción de los ácidos (5). La velo­
cidad de hidrólisis decrece con el mayor grado de sustitución de 
la estructura biguanídica (28 ).
b) Caracteres Redox
Aunque las biguanidas son bastante reactivas, la cadena de 
biguanida es resistente a la oxidación.La biguanida no sustituida 
no reacciona con iodo (29). Igualmente la estructura de la biguani— 
da se muestra estable frente a agentes reductores. El hierro en me­
dio ácido mineral parece ser inefectivo. Sin embargo, este reactivo 
reduce a las l-(p-nitrobencenosulfonil) biguanidas.
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La acción del ácido nitroso sobre la biguanida produce cia- 
noauanidina .Pellizari (30) que fué el primero en describir esta 
reacción, consideró que transcurría a través de la formación de un 
intermedio y no con la eliminación de una molécula de amoniaco como 
nitrito amónico, el cual deberia producir productos secundarios más 
allá de la descomposición.
Rosenthaler (31) demostró que se forma menos de *TLa mitad —
de un mol de nitrógeno por mol de biguanida, pero no se examinaron
los otros productos de reacción.
La resistencia que oponen las biguanidas a los agentes oxi­
dantes se evidencia en su comportamiento ccmo ligandos frente a io­
nes metálicos de valencia elevada*Asi por ejemplo, los complejos 
Ag(lU )-biguanidas, que hemos obtenido en nuestro laboratorio (22) 
(18) (19),se preparan fácilmente tratando las disoluciones de Ag(l) 
y biguanida ccn persulfato, la única oxidación observada correspon­
de al ión metálico. Del mismo modo, todas las biguanidas que hemos 
estudiado con excepción de la 2-sulfoetilbiguonida, son estables en 
disolución de dicromato potásicoe
La cadena de biguanida resulta ser bastante estable frente 
a agentes oxidantes y reductores, no obstante algunos complejos de 
la biguanida con elementos metálicos en estado de valencia poco fre 
cuente,destacan dentro del numeroso grupo de quelatos conocidos ac­
tualmente con esta molécula por su comportamiento redox.
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Así ocurre con los complejos de Co(lIl)-bis-biguanida y com 
piejos parecidos que exhiben interesantes propiedades redox.El últi 
mo. producto de reducción que forman frente a varios agentes reducto 
res,es una solución incolora o un precipitado negro;estos productos 
son sorprendentemente estables comparados con los productos finales 
en otros sistemas parecidos que resultan ser altamente reactivos.
Su formulación como hidruros de Co(l) o Co(lIl)se confirman por va­
rias métodos físico-químicos. Especies de Co(lll) se forman como 
intermedios en el ciclo redox y diversos derivados organometálicos 
se forman también fácilmente. Datos de UV, IR, polarografía y elec­
trólisis a potencial controlado, afirman el estado de oxidación a - 
signado al ión metálico en los productos de reducción. La reacción 
que tiene lugar es semejante a la de los ccmpuestos del tipo de la 
vitamina »resultando además un mejor agente oxidante, ya que la 
estabilización del hidruro de cobalto está altamente favorecida en 
contraste a lo que ocurre para la vitamina (32].
Análogamente se han estudiado las aplicaciones del complejo 
de Ag(lll] con la biguanida, como agente oxidante, siendo capaz de 
oxidar a iones como Hg(l),Tl(l), Cu(l), Sb(lll), Fe(ll), Sn(ll], y 
I para formar complejos coloreados que pueden usarse para la detec 
ción cualitativa de los iones metálicos (33],
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c) Complejos con iones metálicos.
La mayoria de las biguanidas se combinan con muchos elemen­
tos de la serie de transición dandc quelatos coloreados.En dichos 
complejos, la biguanida actúa como un ligando bidentado, gracias a 
dos grupos imino; cediendo repectivamente un hidrógeno y un par 
electrónico del nitrógeno.
El color de estos complejos varía con la naturaleza del ión 
metálico y su valencia, así como el número de moléculas de ligando. 
Es muy ligera la influencia aue sobre el color ejerce le naturaleza 
de los sustituyentes de la cadena biguanídica.
Normalmente estos complejos son :de natorElEza catiónica y
—  —  2-
suelen asociarse can numerosos aniones ( OH ,C1 >S0^ ... ) presen 
tes en el medio,originando compuestos generalmente poco solubles.
La estructura de estos complejos ha constituido tema de con 
troversia durante mucho tiempo. Las primeras interpretaciones se de 
ben a TSCHUGAEFF (34) que propuso la siguiente representación:











.NH - C = NH 
2 I
N - H
‘NH2 - C = NH
X= anión monovalente 
ión metálico
Esta estructura no representa el complejo cono una sal meta 
lica interna, y no puede explicar la formación de la anhidrobase^ 
ni tampoco su elevada estabilidad. Por ello y MULLER proponen
la estructura (35):
HN = C - HJ\L .NHL - C = NH
I 2 \  '' 2 I:
n---------------- Ñ
1 X  N' J
NH s C *f H N ' NH_ - C = NH
2 2
La aceptación de la biguanida ccmo ligando tridentado, no 
permite explicar la formación de numerosos complejos. Otras inter­
pretaciones posteriores son las de SLOTTA y TSCHESCHE (36),RAY y 
SAHA (37).Sin embargo la explicación más satisfactoria es la propues­
ta por SEN (38) mediante la teoría de la deslocalización TT-elec- 
trónica y justificada mediante cálculos CLOA-OM (39),reacciones de 
sustitución electrofílica y estudios RMN sobre complejos de Ni (II) 
(¿10). La deslocalización electrónica produce quelatos más estables 
y transfiere algunos electrones del metal a orbitales entienlazan— 
tes,de los cuales pueden ser eliminados por oxidación,lo que posi­
bilita el aislamiento de complejos estables con metales en estado 
de oxidación elevado. En base a estos razonamientos y para los com­
plejos M(B)n y [M (BH )p] n "^ se proponen las siguientes estructu-
-15 -
Como la carga nc se localiza sobre ningún átomo de nitróge­
no la estructura de los complejos metal-biguanida cargados oueda 
mejor representada por (41):
H
H2 \  / \  / NH2 
'C »* \ C'
I +  ; |




Dada le gran reactividad de las biguanidas y su carácter bi 
dentado, se han obtenido numerosos complejos con los iones metáli —  
eos, muchos de ellos ya recopilados en 1951 por P.RAY (i) y en 1978 
por A.SYAMAL (4l).
Entre los complejos conocidos cabe destacar los complejos
ternarios del tipo ML (BH) I X , donde BH es la biguanida, biguá
1 n m • a —
nida sustituida o dibiguanida, L cualquier ligando y X, un anión 
precipitante. Los ligandos más frecuentes son: OH ,0H ,NH ,R-NH ,
u O
Cl",Br",l" y SCN".
Se han establecido las estructuras de muchos de estos com — 
piejos mediante espectros electrónicos, IR, y estudios de rayos X 
estableciendo en muchos casos las dimensiones de le celda unidad, 
grupo espacial y sistema cristalino de los compuestos sólidos.
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Así mismo se han establecido las propiedades de numerosos 
complejos, reactividad química, estudios cinéticos de orden de 
reacción, constantes de velocidad y mecanismos de disociación.
La mayoría de estos complejos son catiónicos, unos pocos 
neutros, y sólo son aniónicos con los iones Ffe(ll) combinado con 
cianuro, Cr(lll) en heterocomplejos con SCN y Ru(lll) y Rh(lll) 
con C1 .
Estos complejos ternarios estabilizan valencias poco frecuen­
tes de algunos elementos como Ir(lV), Rh(lV), Ni(lll), Co(lll) y 
Mn(lll).
Una relación exhaustiva de los complejos ternarios que forman 
determinados iones metálicos con biguanidas ha sido publicada 
recientemente (42).
4.- APLICACIONES
El campo de aplicación de las moléculas con el grupo químico 
biguanídico es extenso y variado. Entre otras se pueden citar las si 
guientes aplicaciones:
a) Se encuentran un gran número de productos industriales,adhesivos, 
anticorrosivos,antioxidantes, detergentes, productos de cosmética, 
insecticidas y fungicidas, tintes y pigmentos y productos fotográfi­
cos, entre otros.
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b) Aplicaciones médicas y farmacológicas;dada su interacción con las 
cedenas de poliaminoácidos y otras sustancias presentes en los seres 
vivos,se encuentran biguanidas como bactericidas,antimalaria, inhi­
bidores de tumores, hipoglucémicos, tratamientos oncológicos,etc.
c) En el campo de las macromoléculas de síntesis, se emplean como es 
tabilizantes,reticuladores de resinas epoxi,etc,incluso como monóme- 
ro al polimerizarse por iniciación térmica.
d) Coma reactivos analíticos por formación de complejos con iones me­
tálicos» Reacciones que a su vez pueden invertirse y utilizarse pera
identificar o determinar las propias biguanidas.
5.- ESTUDIOS ANALITICOS \
Comparado con la elevada cantidad de citas bibliográficas 
existentes sobre las biguanidas, el número de trabajos referentes a 
las aplicaciones analíticas es francamente exiguo, y limitado a po­
cos campos de la química analítica.
En primera instancia las podríamos dividir en dos vertien­
tes ¡utilizar las biguanidas para la identificación y/o determinación 
de iones metálicos y la vertiente opuesta, es decir, métodos analíti 
eos para análisis de las biguanidas.
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En el campo de la identificación_cualitativa CAPITAN y SALI 
ÑAS ( 43} proponen la fenilbiguanida como reactivo selectivo para 
la identificación del Cu(II},Ni(II) y Co(ll).Más recientemente se 
han estudiado en profundidad las posibilidades como reactivos de 
identificación de iones metálicos de algunas biguanidas,con expre­
sión de las condiciones adecuadas,sensibilidad y selectividad de la 
reacción.Concretamente se encuentran descritas la biguanida simple 
(22},la etilendibiguanida (18),la fenilbiguanida (19.) y la 2-sulfo— 
etilbiguanida (44).También se han propuesto varios ensayos cualita­
tivos basados en la observación de la forma de los cristales origi­
nados por la paludrina y compuestos relacionados con algunos reacti 
vos.
El ácido picrolónico se ha usado en la identificación de 
compuestos orgánicos de carácter básico, incluyendo entre ellos bi— 
cuanidas. En mezclas-de diversos fármacos y una vez formados los 
picrolonatos respectivos, se identifican gracias a las considera­
bles diferencias de sus temperaturas de descomposición ( 45)..
Gravimetrías y volumetrías
Son evidentemente los primeros procedimientos ensayados y se 
reducen, como era de esperar, a las reacciones más sensibles y rápi­
das, por tanto casi todos los métodos propuestos se basan en la reac­
ción con Cu(ll) o Ni (II) .KAZARNOWSKII y col. ( 45) ^ .proponen la de­
terminación de la biguanida pesando el precipitado con Ni (II). 
MAJUMDAR ( 47) hace notar la imposibilidad material de utilizar el 
precipitado de Ni(ll)— Ibisbiguenida . dihidróxido como procedimiento 
graviroétrico,dada la pérdida continua de peso durante la calefacción 
y a su propiedad de carbonatarse con el CO^ del aire. Para ello pro_
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pone la siguiente modificación; una vez formado y filtrado el preci 
pitado,lo disuelve en exceso medido de ácido sulfúrico.Posteriomen— 
te valora el exceso de ácido con álcali patrón e indicador de Wesse^ 
low.
La aplicación inversa, es decir,utilizando como reactivo la 
biguanida,ha sido propuesta por SPACU y ALBESCU [49), P&ra determi^ 
nar Ni(ll). El reactivo utilizado es la paludrina y el precipitado 
formado (NiPal)(OH),aplicación que hacen extensible al Cu(ll).
CAPITAN y SALIÑAS( 49) extienden la reacción de identifican 
ción del Ni(ll) con fenilbiguanida para, la determinación gravimétri 
ca del mismo.
GAGE y ROSE han desarrollado un procedimiento gravimétrico 
con Cu(ll) para la determinación de la biguanida simple (50).
.Por supuesto,también se encuentra la aplicación inversa,RAY y 
CHOWDHURY. (.51 ) determinan Cu(ll) con sulfato de biguanida,también 
aplican dicha determinación volumétricamente, utilizando ácido ru*- 
beanico como indicador.El cloruro de Cu(ll)—biguanida ha sido pro— , 
puesto para determinar Hg(ll) gravimétricamente, formando la sal 
insoluble del anión tetraiodomercuriato con el catión comolejo 
Cu(ll)bisbiguanida. 52 }.
ALESSANDRO y col. (I53 ) desarrollan yn método volumétrico 
basado en la formación de complejo con Cu(ll).El precipitado forma 
do se filtra, lava y disuelve en H^SO N,se ajusta el pH y se valora 
el cobre liberado con EDTA,utilizando PAN y azul de metileno como
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indicadores. Métodos similares, como el desarrollado por BAILESCU 
(-54 )valoran con EDTA, el exaeso de Cu(ll) una vez formado el preci_ 
pitado, o bien realizan la determinación directa de la base libre . 
de la biguanida mediante la valoración potenciométrica frente a ■ —
CuSG„.
4
También se han propuesto reacciones con otros iones metáli­
cos. Así se determina la palucrina por SÜLOMON (5 5 -) » pesando el 
precipitado tetraiociandiamincromato (III).
Dentro de las aplicaciones puramente volumétricas, cabe ci­
tar la valoración de 1—1— dimetilbiguanida—HCl (.56 ),consistente en 
cloquear el halógeno con Hg(OAc)^ y valorando la biguanida liberada 
con ácido perclórico y como indicador verde de malaquita.
SPINKS y col. (57) determinan la pureza de la paludrina me - 
diante valoración con ácido perclórico en acético glacial. Proce­
dimiento propuesto por la BP y UK como método standard para la deter 
minación de biguanidas; la valoración se sigue potenciométricamente 
ó bien utilizando indicador visual de punto final (violeta cristal).
El sulfato ácido de biguanida monohidratado, ha sido propues­
to con éxito como sustancia patrón tipo primario en acidimetrías. 
Resulta más barato y estable que otros patrones primarios comunes 
(58) (59).
Un procedimiento recientemente propuesto (60) establece la 
valoración de disoluciones básicas de cianuro, argentométricamente,
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usando como indicador el complejo ternario de Fe(il)-CN-fenilbigua- 
nida, en presencia de EDTA. Dicho método da puntos finales bien de­
finidos y resultados similares a otros métodos de valoración de cia-
-1 -4
nuro, siendo el rango de aplicación de 10 a 10 M en cianuro. 
También se ha descrito el complejo soluble Cu(ll)-CN-Fenilbiguanida 
y el precipitado que forma dicha especie con zephiramina, proponien 
dose éste para la determinación de Cu(ll), siendo su factor gravi- 
métrico 0,0489 (6l).
Dentro de las valoraciones con indicadores físicos son pocos 
los trabajos existentes. Se pueden citar las valoraciones conducti- 
métricas basadas en la reacción con Cu(ll) y etilendibiguanida (10) 
y la reacción entre la fenilbiguanida y el Ni(ll) (62), ambos desa­
rrollados en nuestro departamento. BA1LESCU en el trabajo citado 
anteriormente también propone liberar la base libre potenciometri-
camente frente a CuSO .
4
WANG y DING (63) (64) han propuesto dos modificaciones al mé­
todo standard, determinando acetato de clorhexidina y clorhidrato 
de moroxidina, respectivamente.
PINZA'JTI (65) determina clorhexidina potenciometricamente uti 
lizando un electrodo de Ag-sulfito de plata y como valorante tetra- 
fenilborato sódico.
Aplicaciones espectrofotométricas
Uno de los primeros métodos para la determinación de paludri- 
na y compuestos relacionados en muestras de sangre, está basado en
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la conversión cuantitativa a aminas por hidrólisis bajo presión. 
Aminas que una vez diazotadas se evalúan colorimetricamente (66) 
(67). Otros procedimientos extracto-colorimétricos se han desarro­
llado teniendo en cuenta la formación de pares iónicos entre la 
clorhexidina y colorantes aniónicos (66)(67)(68)(69)(70). ANDER- 
MANN (7l) propone el verde de bromocresol y PINZAUTI (72) el na­
ranja de metilo, ambos utilizan cloroformo como extractante.
LOWRY (73) propone un procedimiento directo para la evaluación de 
la mencionada biguanida con azul de bromotimol a pH 7.5, basado 
en la reducción de la absorbencia de éste en disolución acuosa 
después de la complejación con la clorhexidina. Este método ha si­
do criticado alegando que conduce a grandes errores (71) (72).
La y3~fenetilbiguanida se ha determinado colórimétricamente 
con un tratamiento previo c o n - n a f t o l , diacetilpropanol e hidroxi- 
do de sodio,siendo el límite de detección de 5.10 g.( 74 ) ( 7 5 ).
La 1,1 dimetilbiguanida,se ha determinado también por proce 
dimientos calorimétricos basados en su reacción con diacetilo en > 
presencia de o¿-naftol(76 ) o en una reacción.de Sakagúchi.modificad 
da(77 ) (78 }.
La N ',N'-anhidro bis (^  -hidroxietil) biguanida ha sido de 
terminada en tabletas, por un procedimiento espectofotométrico de ‘ 
medida directa de su absorbancia a 241nm en etanol ( 79 ).
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La determinación de Fe en medio alcalino £5 posible por medi­
das de la absorbancia a 520 nm de las disoluciones rojas del comple
2—  *
jo Fe(PhBH)(CN)^ . Se cumple la ley de Beer con dn intervalo óptimo
entre 1,3 y 6,7 ppm. El pH tiene una influencia decisiva en el mé­
todo, siendo el intervalo aconsejado entre 10 y H  (60).
Otros procedimientos colorimétricos ya vienen citados en el 
apartado anterior ya que son simples modificac:i°nes ^el Proceso g-a 
vimétrico por disolución del precipitado formado, con el disolvente 
adecuado y posterior lectura del valor de su atpsorbancia. Entre et­
ilos se pueden mencionar la disolución del pretdipi^ac,::i de tetraciar^ 
diam-jncromato en acetona (55 ] ; y la disoluciiPn an alcohol del. 
precipitado de Ni(ll) y paludrina propuesto po2" SPACU y ALBESCU 
(48 ).
Aplicaciones cromatográficas
Pocos son los datos acerca del ccmportaimiento cromatográfi- 
co de las biguanidas .libres;únicamente se han oibtenido curvas de 
elución de la biguanida en presencia de compuestos relacionados co­
mo cianamida, cianoguanidina, guanidina,urea y ticurea (74) .Así 
mismo se conocen datos acerca del comportamiento en cromatografía 
gaseosa de 1,1,2,2,4,4,5 heptametil y 1 ,1 ,2 ,2 ,55,5 hexametilbiguani- 
da( 75 ),siendo éste el único trabajo en el que se cita esta técnica 
cromatográfica.
Por otro lado si que se encuentran descritos algunos desa­
rrollos cromatográficos de* complejos metal-bigujanic,aJemP^e^ncli:3Se en 
todos los casos la técnica de cromatografía pl^na en papel; no en •*- 
contrándose otras técnicas cromatográficas con estos complejos.
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Asi en estos ps-udios puede observarse la influencia que 
puede tener la sustitución alquil o aril en la molécula de b i g u a m — 
da.Se han descrito los ¡/alores de Rf de los complejos cuadrado—pla­
nos de Du(ll), Ni(ll} y Pd(ll) bisbiguanida, con distintes sustitu- 
yentes;los desarrollos fueron realizados con mezclas de KC1—piridirr 
na,observándose un aumento en los valores de Rf-, al aumentar la al— 
quilsustitución, mientras que la fenilsustztucion disminuye este. 
Así mismo para los iqnps metálicos se observa un decrecimiento de 
los Rf en el orden Ni>Cu>Pd ( 55 ].
Se observa le influencia que puede tener el anión precipi­
tante en los desarrollos cromatográficos.Así en el caso del comple­
jo |co(BH}3 | ^  (SD^] con un Rf de 0,69,se observa que al cambiar 
el anión 50^ por otros aniones el valor de Rf varía, atribuyéndose 
ésta variación a la diferencia en la extensión de la esfera externa 
de asociación de los complejos (4lj.
En el estudio cromatográfico de algunos heteroquelatos de 
Cd(III) (7S ) ( 77 ) se pone de manifiesto la naturaleza electrostá­
tica de la adsorción de los complejos en'el papel, observándose que 
para estos complejos,los valores de Rf encontrados son menores que 
los obtenidos para cationes divalentes, lo cual indica que los ca­
tiones tripositivos son atraidos más fuertemente que los bipositi —  
vos.También se ha observado en el desarrollo de algunos heteroquela^ 
tos dE biguanida con' Cu(II),la aparición de dos manchas.Así ocurre 
en los complejos del- tipo |CuL(BH)| X donde L= glicina, eC - alanina 
y 3H=biguanida, metilbiguanida, etilbiguarida y X*C1 ( 77.).
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Se encuentra descrita la aplicación de la 1-butilbiguanida-HCl 
(silubin) como eluyente en la separación de mezclas de tres ó cuatro 
antidiabéticos y sulfonamidas por cromatograf1a de capa fina sobre 
soporte de gel-de sílice (78).
Recientemente se han desarrollado diferentes métodos cromato- 
gráficos para la determinación de clorhexidina en diversos prepara-, 
dos farmacéuticos, casi todos se basan en la conversión previa de 
ésta en triazinas. LAKE (79) utiliza HPLC en fase invertida, MATSUS 
HIMA utiliza la técnica "mass fragmentography" (8D)(8l) para deter­
minar la biguanida en muestras biológicas y la "cromatografía líqui 
da (82) para la evaluación en desinfectantes. BAUER(83) propone la 
"ion pair" HPLC para la clorhexidina en dentífricos y MIRIBEL (84) 
convierte la biguanida en un derivado sililado para luego evaluarla 
mediante cromatografía gas-líquido.
Aplicaciones polarográficas
Sólo unos pocos complejos metal-biguanida han sido estudia­
dos mediante ésta técnica electroquímica. Se'conocen referencias 
acerca del comportamiento polarográfico de estos complejos ccn los 
siguientes iones metálicosrAg(lIl), Mn(iv), Ni(ll), Ni(lll) y Cu(ll) 
siendo además bastante recientes.
Se ha estudiado la reducción electroquímica del nitrato de 
Ag(lll)-etilendibiguanida, observándose que, en presencia de KNO
3
como electrolito soporte, no tiene lugar la reducción de la Ag(lll]"
( 85 ).
Para los complejos ¡Mn(0H)2(BH) |n+ (OH) , donde 0H=biguaniria 
y n=l,2 , se muestran tres estados de reducción para el complejo de
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Mn(lll). Para el complejo de Mn(lV),el primer salto corresponde a 2 
electrones para dar el Mn(ll), con un potencial de semionda aproxima^ 
damente igual al de la reducción del Mn(ll) (86 ).
Varios autores han estudiado el comportamiento de los comple^
jos de Ni(ll)-biguanida por polarografía, Así SENGUPTA y BANERGEA
24
( 87 J estudian el compuesto Ni(BH] ’ en KNO 0,1 M. Todas las esper-
¿ O
cié? sufren difusión controlada transfiriendo 2e al electrodo de 
gota de Hg.afirmando que el proceso de reducción es reversible.Más 
recientemente DUTTA y SEN ( 88 ) estudian este' mismo complejo en KC1 
acuoso conteniedo gelatina,exponiendo los valares de E.^^, constantes 
de velocicad y energía de activación de estos compuestos. Las cons­
tantes de estabilidad calculadas por este método para los complejos 
del tipo Ni- biguanida son comparables a las obtenidas por métodos 
potenciométricos.
SEN y SAHA (89 ] ,oxidando los complejos de Ni(ll)-biguanida 
obtienen los correspondientes de Ni(lll) del tipo |NiBr2 (BH}2(Br; 
|NíC12 (BH)2 ) X,donde BH=biguanida y X=F,C1. Para el caso del comple­
jo | NíC12 (BH)2 jci la reacción de reducción de -te ,resulta ser reversi 
ble ( 41 ).
Recientemente se ha estudiado la reducción polarografica de 
los complejos de Cu(ll):[Cu(BH)2/C1 donde BH= biguanida, N-metil 
N-etil-jNNdimetil— ,NN-dietil— ,N-fenilbiguanida y 1/2 etilendibigua 
nida -en solución 0,5 M de KC1 con 0,01% de gelatina. Excepto para el 
complejo-de etilendibiguanida,los compuestos muestran dos ondas bien 
definidas y dependientes del pH. Estas bandas fueron atribuidas al 
mono y bisguanida de Cu(ll) respectivamente.(90)
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En nuestro departamento se ha llevado a cabo el estudio 
polarográfico de la fenilbiguanida (91), y se ha propuesto un mé­
todo de determinación simultánea de clorhexidina y proguanil uti­
lizando la onda catódica, que presentan ambas en medio agua-dime- 
tilformamida (92). También se ha propuesto un método de determina 
ción de Cu(ll) por ASV a partir del complejo que forma con la bi­
guanida simple y se han caracterizado los complejos con Cr(lll) 
y Mn(lV) y la mencionada biguanida (93).
6 .- COMPUESTOS ESTÚDIADQ5
En la presente memoria se proponen diferentes métodos para 
la determinación de biguanidas, enclavando el estudio dentro de la 
línea de investigación que viene desarrollándose en nuestro De­
partamento desde hace unos cuantos años: "Estudios químico-analí­
ticos de las biguanidas". Se han elegido como representantes de 
este grupo formado por el compuesto simple que les da nombre y 
sus derivados, aquellas que se encuentran en el mercado farmacéuti­
co español formando parte de diversos preparados, ya sean en solu­
ción ó en tabletas, y que son:
Clorhexidina, proguanil, metformin y moroxidina.
También se calculan las constantes de los compuestos que 
forma la 2-sulfoetilbiguanida con Cu(ll); en nuestro Departamento 
se puso a punto el método de sintesis y purificación , así como 
el estudio analítico-cualitativo de su reactividad con iones metá­
licos y la descripción de los complejos formados con Cu(ll).
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CLORHEXIDINA
La clorhexidina es una bisbiguanida que presenta las propie­
dades químicas generales de las biguanidas, con valores de pKal de 
2,3Í0,1 y pKa2 de 10,4t0,2 (94),formando complejos sólidos con 
Cu(ll), Ni(ll) y Co(ll) en medio básico y con Mo(Vl) en medio acé­
tica .
El hecho de poseer un radical hexametilen entre sus dos gru­
pos biguanidos le confiere unas características químico-físicas 
diferenciadas de sus homólogos y en particular de la paludrina,a 
la que dobla prácticamente en fórmula química. Así la clorhexidina 
ó tetraazatetradecanodiimidamina N,N"-bis(4-clorofenil)-3,12-diimi 
no, muestra un carácter relativamente lipófilo, lo que sin duda 
está relacionado con la longitud de la cadena alifática entre los 
dos grupos biguanidos (95). Y aquí radica el gran interés farmacoló 
gico y de aplicación química.
Es posible preparar disoluciones hidro-orgánicas. Su adsorción 
a las superficies orgánicas, relacionada con su gran tamaño molecu­
lar, y su baja solubilidad en agua, originan generalmente una buena 
fijación a lo largo del tiempo en un gran número de sistemas bioló­
gicos e industriales. Y por último, la capacidad de giro y flexión 
de los 8 enlaces sigma entre dos grupos biguanidos,' da presumiblemen 
te a la molécula una gran versatilidad en unas interfacies (97) ó 
por ejemplo en una membrana celular (98) ó en un epitelio (99).
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La clorhexidina es utilizada ampliamente como bactericida en 
el campo farmacéutico. En el Chemical Abstraes aparecen numerosas 
citas que hacen referencia a la utilización de esta en cosmética, 
en disoluciones para el lavado de lentes de contacto, en dentrifi- 
eos, desodorantes, etc., asi como al estudio de su efecto en el or­
ganismo humano.
PROGUANIL
Mas comunmente llamado Paludrina, nombre que deriva de la uti­
lización de este fármaco contra el paludismo, otra denominación es 
Clorhidrato de N-(H-clorofenil)-N'-(l-metiletil) imidodicarbonimi- 
dico diamida, presenta las características quimicas tipicas de las 
sales de biguanidas, siendo mas soluble en agua que la clorhexidina, 
con valores de pKal= 2'3+0.1 y pKa2 = 10,4+0.2 (94), y disolviéndose 
bien en medios orgánicos. También reacciona con el Cu(ll), Ni(ll) y 
Co(ll) en medio básico dando precipitados de color rosado, amarillo 
y rosa respectivamente. Con Mo(lV) en medio acético da lugar a un 
sólido blanco.
Tal y como puede apreciarse en su formula desarrollada,
CH =CH s
C l -  C_ C - N H - C - N H  -C -NH+-CH - (CH )
II 3 2
NH
CH - CH II
NH
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la presencia de radicales, -4 clorofenil y -metil etil,comc sustitu— 
yentes a ambos lados del grupo biguanido, originan un efecto electró­
nico no equivalente de los radicales sobre la gran acumulación elec­
trónica que supone el grupo biguanido, lo cual, unido a otras propie­
dades químico-físicas interrelacionadas, como pueden ser la estructu­
ra molecular y el carácter tensoactivo, conllevan a la específica 
aplicación farmacológica, donde la configuración electrónica del 
grupo biguanido (lOO) (lOl) (102) característica de un sistema TI , 
va a marcar las pautas de comportamiento biológico. Alternativamen­
te otro tanto puede decirse de cara a sus aplicaciones industriales.
La estructura espacial del Clorhidrato de proguanil ha sido 
determinada por Brown (103) a partir de estudios con rayos X. Este 
autor llega a la conclusión de que, para la especie cationica 4-1 en 
estado sólido, el grupo biguanido en la paludrina, presenta dos pla­
nos electrónicos que forman entre síun ángulo próximo a 60Q. Y otros 
autores (104] (105) confirman la existencia de estos dos planos para 
la forma catiónica +1 en otras biguanidas, mientras que para la far­
ma básica se presenta un único plano TI electrónico, y la forma catío- 
nica +2 presenta un carácter bipiramidal. Lo cual es coherente con 
el comportamiento espectroscópico observado en disolución.
La acción antipalúdica de la paludrina parece ser debida a la 
existencia de un metabolito activo derivado de ella, (diaminodimetit- 
-p-clorofeniltriazina), el cual tiene la propiedad de impedir la di­
visión nuclear de los esquizontes formados en el proceso malárico,ac­
tuando como supresor del mismo (105).
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METFORMINA
En el Chemical Abstracts aparece también con la denomina­
ción de ácido N,N-dimetil Imidodicarbonimidicodiamida. Es más so­
luble en agua que la clorhexidina y el proguanil, pero participa
de la característica común a todas las biguanidas de presentar
buena solubilidad tanto en medios acuosos como orgánicos. Los com­
plejos que forma con Cu(ll), Ni(ll) y •Co(ll) en medio básico son 
solubles, a diferencia de lo que ocurre con los obtenidos con las 
biguanidas descritas anteriormente, no forma complejos con Mo(lV) 
en medio acético.
Su comportamiento químico general permite encuadrarla den­
tro de este grupo de complejos.
La formula desarrollada es
H N - C - NH - C - N - (CH V
2 ii »i v 3'2
NH NH
La utilización en farmacia se debe a su acción hipogluce- 
miante que parece relacionada con la formación de complejos seudo- 
aromaticos con cationes metálicos, lo que afecta al equilibrio 
ionico en algunas partes del organismo (107) (108) (109) (110).
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MDRDXIDINA
Otra denominación de esta sustancia es 4-morfolinacarboxi* 
midamida-N-(aminoiminometil). La formula desarrollada es la si­
guiente :
✓ CH2 - CH2v
H N - C - N H - C - N  ü
2 n ii N /
NH NH CH - CH
2 2
Presenta las características quimicas de la agrupación bi­
guanida, siendo la solubilidad en agua del mismo orden que la co­
rrespondiente a la metformina, formando el mismo tipo de comple­
jos que esta.
La aplicación farmacéutica se debe a su carácter antiviral. 
Recientemente se ha propuesto para el tratamiento de la neoplasia 
epitelial,junto con la gammaglobulina antiherpetica (lll).
I.I.2.- VALORACIONES CDNDUCTIMETRICAS EN EL ANALISIS DE 
MEDICAMENTOS.
La volumetría es una de las técnicas mas utilizadas en la 
determinación de productos farmacéuticos, en este sentido, J.E. 
Fairbrother (112) ha publicado recientemente un reviews que hace 
referencia a.los diferentes procedimientos volumétricos, asi co­
mo alos distintos indicadores de punto final utilizados, ya sean 
visuales o fisicos, mencionando dentro de este ultimo grupo el 
fotometrico, potenciometrico y los electrodos selectivos.
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Existen en la bibliografía, relativamente pocas citas que 
estudien el empleo en el campo farmacéutico del indicador conduc- 
timétrico de punto final, siendo la totalidad de los trabajos pu­
blicadas valoraciones acido-base desarrolladas en medios acuosos 
o no acuosos.
a) Medios acuosos.
Kolthoff (113) determina conductimétricamente codeína, atro­
pina y otros alcaloides en solución acuosa con una base fuerte, sien­
do la exactitud y precisión del método superiores a las obtenidas 
utilizando como indicador visual de punto final la fenolftaleína.
Se pueden determinar complejos multifuncionales, tales como re- 
sorcinol, pirogalol y acido salicílico, si se adiciona a la so­
lución a valorarun exceso de una base débil, tal como el amonía­
co (114).
Las sulfoftaleínas se valoran con una base fuerte aparecien­
do dos cambios de pendiente_en la- curva de valoración, el primero 
se debe a los grupos sulfónicos y el segundo a los fenólicos (115).
Las reacciones de reemplazamiento de ácidos o bases débiles 
de sus sales, mediante la accioVi de aciods y bases fuertes, per­
miten la determinación conductimétrica de benzoatos, succinatos, 
oxalatos y fosfatos (115).
b) Medios no acuosos.
Van Meurs y Dahmen (116) utilizan como disolventes metanol,
N,N-dimetilFormamida y piridina con valorantes tales como metoxi-
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do potásico e hidroxido de tetrametilamonio disueltos en, meta-
✓
nol-benzeno o piridina-benzeno y piperidina. Obtienen gráficas 
en forma de Njal valorar acido salicílico con netoxido de pota­
sio en dimetilfcrmamida; la conductividad aumenta durante la 
valoración del acido carboxílico disminuyendo posteriormente 
como resultado de la precipitación de la sal dipotásica. Cur­
vas similares se obtienen en las valoraciones de ácidos di-
prótidos con hidroxido de tetrametilamonio disuelto en dimetil-
*
formamida.
Maryot (117) Fue el primero que observó e interpreto el 
máximo que aparece en las valoraciones conductimétricas del á- 
cido tricloroacético con amina alifáticas disueltas en benzeno 
y dioxano.
La determinación de fenoles sustituidos disueltos en to­
lueno utilizando como valorante hidroxido de tetrabutilamonio 
en isopropanol la realizan, Bruss y Harlow (llB). Atribuyen el 
máximo que aparece en las curvas de valoración a la homoconju- 
gación de las sustancias implicadas. Una discusión mas detalla­
da al respecto la proporciona Davis (119).
Diversas valoraciones conductimétricas de fenoles, ácidos 
diprótidos (curvas en forma de N), ácidos p-hidroxibenzoicos y 
otros ácidos benzoicos sustituidos disueltos en ter-butanol son 
realizadas por Marple y Scheppers (l20j.
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Coetzee y Cunningham (l2l) valoran conductimétricamente 
n-butilamina con ácido benzoico disuelto en acetonitrilo.
Kolthoff determina 4-nitrofenolato en acetonitrilo con áci­
do perclórico en medie acético glacial (122) y acido dicloroace— 
tico con trietilamina disuelta en acetonitrilo (l23)„
I.I.3.- ESTUDIO DE LAS TRANSICIONES DE COLOR DE INDICA­
DORES VISUALES DE PUNTO FINAL.
Las cualidades requeridas para un indicador visual del pun­
to final son: exactitud, rapidez y nitidez en la transición. La 
primera de estas cualidades puede ser evaluada tanto mediante cál­
culos teóricos como experimentalmente. La segunda depende de diver­
sos factores, entre ellos los equilibrios competitivos que tienen 
lugar y la cinética de dichos equilibrios. La tercera de estas 
cualidades depende de la percepción subjetiva del color; no obs­
tante, también esta cualidad puede ser evaluada de un modo me­
nos subjetivo mediante el uso de los principios de la teoría del
color.
De modo somero se exponen a continuación algunos de los pos­
tulados de dicha teoria (124).
a)c- Cualquier color puede ser definido como una combi­
nación lineal de tres colores primarios, rojo,verde y azul.
b).- Si un haz de luz formado por cantidades conocidas de 
tres componentes primarios es equivalente en color a una luz
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desconocida, las tres cantidades conocidas pueden ser utiliza-
✓
das como una especificación del color para dicha luz. Dichas can­
tidades (X, Y y Z) se denominan "valores triestímulus" del color 
( ley de Newton).
c).- La ley de Grassman establece que cuando luces equi­
valentes se adicionan a luces equivalentes la luz resultante es 
equivalente.
Cualquier haz de radiación bien sea originado por una fuen­
te luminosa o reflejado o transmitido por un cuerpo luminoso , 
puede considerarse formado por un gran numero de porciones del 
espectro. Las cantidades de estas porciones pueden ser determi­
nadas por espectrofotometría.
Los valores triestimulus x, y, z para cada una de estas 
porciones del espectro han sido establecidos por numerosos ob­
servadores normales (sin defectos visuales) y los valores pro­
medios encontrados se muestran en la tabla 1 y figura 1. Di­
chos promedios se establecen en unidades arbitrarias, para un
espectro monocromático (AA = 1 nm) de densidad de flujo unidad
2 2 
y que incide sobre un cm de superficie ( watts/cm nm esta mag
nitud recibe el nombre de "spectral irradiance").
En 1931 la Comisión Internacional sobre Iluminación (C.I.E.) 
recomendó que todos los datos de color se expresaran en el mismo 
sistema de valores triestímulus para que los valores pudieran ser
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T ris linu ilu s S|>cci ficnt ion* 
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i ! y l
380 0.0014 0.0000 0.0065 5S0 0.9163 0.8700 0.0017
385 .0022 0.0001 0.0105 5S5 0.9786 .8163 .00)4
390 .0042 0.0001 0.020) 590 1.0263 .7570 . 0011
395. .0076 0.0002 0.0362 595 1.0567 .6949 .0010
400 .0143 0.0004 0.0679 . 600 1.0622 .63)0 .0008
405 .0232 0.0006 0 1102 605 1.0450 .5068 .0006
4)0 .0135 0.0012 0.2074 6)0 1.0026 .5030 .0003
415 .0776 .0.0022 0.3713 615 0.0384 .4 112 .0002
420 .1344 0.0040 0.G45G 620 0.8544 .3810 .0002
425 .2)48 0.0073 1.0301 625 0.7514 .3210 .0001
430 .2S39 0 .0 1 1C 1 .3S5G 630 0.6424 i .2050 .oooo
-435 * .2285 0.016S 1.6230 635 0.5419 .2170 .0000
440 .3483 0.0230 1.7471 640 • 0.4479 .1750 .0000
445 .3-181 0 . 02US 1.7826- 645 0.360S . 13S2 .0000
450 .S3G2 0 .0380 1.7721 650 0.2S35 .1070 .0000
455 . 3) S7 0.0480 1 .7441 655 0 .2 )87 .0816 .0000
460 . 2'JOS 0.0600 1.6602 600 0.1049 .06)0 .0000
465 .25)1 0.0730 1.52S) 665 0.1212 .0446 .0000
470 . 1U54 o.oyio 1.2S76 070 0.0S74 .0320 .0000
475 .1421 0.1126 1.0419 675 0.0636 .0232 .0000
480 .01)56 0.13D0 0.S130 680 0.046$ .0170 .0000
485 .0580 0.1603 0.6162 685 0.0329 .0119 .0000
400 .0320 0.20S0 0.4652 690 0.0227 .0082 .0000
4'J5 .0147 0.2586 0.3533 695 0:0158 .0057 .0000
500 ' .0040 0.3230 0.2720 700 0.0114 .0041 .0000
505 .0024 0.4073 0.2123 705 0.00S1 .0029 .oooo
5)0 .001)3 0.5030 0.1582 710 0 0G5S .002) .0000
515 .021)1 0.60S2 0.1117 715 0.0041 .0015 .0000
520 .0633 0.7100 0.C782 720 0.0029 .0 0 )0 .0000
525 .1006 0.71)32 0.0573 - O S 0.0020 .0007 .0000
530 . 1655 0.8620 0.0422 730 0 .00)4 .0005 .oooo
535 .2257 0.0)41) 0 .0298 735 0 00)0 .0004 .oooo
540 .21)04 0.0540 0.0203 740 0.0007 1 .0003 .oooo
545 .3507 0.0803 0.0134 745 0.0005 .0002 .000(1
550 .4334 0.00.50 0.00S7 750 0.0003 fXXll .0000
555 .5121 1.0002 0.0057 755 0 0002 .0001 oooo
500 .5045 0.1 »11.50 0.0031) 70.0 0.0002 .0001 .oooo
5U5 .6784■ 0.'J7S6 0.0027 765 0.0001 .0O00 OOOO
570 .762) 0 .9320 0.0021 j 770 o.ooni .0000 .oooo
575 .8-125 0.1)154 0.001S ¡ 775 o oooo .oooo ! oooo
5 SU ¡ .D)63 0 .8700 | 0 .0017 j; 780i • 0.0000 i .OOOO1 ;¡ .0000
T o ta ls 21.3713 |21 .37)4
1
21.3715
- tomads dE M.G. WELLON "Analitical Absortion Spectroscopy" 
IViley, New York 1950, psa. 520.
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FIGURA 1. Valores triestímulus del espectro de
colores segdn el Observador Standard de I.C.I. 1931. 
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FIGURA2. Diagrama de cromaticidad. Triangulo de Maxwell.
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comparables, dicho sistema se conoce por "standard colorimetric 
coordinate system", abreviadamente, CIE 1S31 (125).
Los tres colores primarios mencionados anteriormente se a 
socian a los tres valores triestímulus necesarios para definir 
cualquier color. El verde se asocia con Y (llamado también lumi­
nosidad), el azul con el X y el rojo con Z.
En ocasiones, y para una mayor comodidad, los valores tri- 
estimulus se sustituyen por las relaciones: X/( X+Y+Z ), Y/( X+ 
Y+Z) y Z/( X+Y4Z ) cuyos valores x,y,z se denominan "coordena­
das de cromaticidad". Por definición, la suma de las tres es la 
unidad, por tanto, bastan las coordenadas x e y para definir un 
color o lo que es lo mismo un punto en el diagrama de cromatici- 
dad, llamado "triangulo de Maxwell" (fig. 2). La superficie ence­
rrada en el interior del mismo, representa los colores reales. Ob 
servese que los puntos que representan los colores primarios del 
sistema de coordenadas C.I.E ( x=l, y=z=ü; y=l, x=z=0; y 2=1 , 
x=y^G ) se encuentran fuera de dicha área, lo que significa que 
dichos primarios son imaginarios ( tabla 2 ).
Además del sistema--de- coordenadas, la C.I.E. recomendó el 
uso de tres iluminantes standard para la colorimetría: iluminan­
te A representativo de una lampara incandescente de gas; iluminan 
te B representativo de la luz solar al mediodía; e iluminante C ‘ 
representativo de la luz promedio diurna. Este ultimo iluminan­
te se recomienda para uso general, es decir,siempre que no haya 




C híIO M aT IC IT Y  C o O ltD l N A TUS O T  TH E Sl'KCTHOM COUORA
W a v e -
lu n g lb ,
IT1/J
C hro inalieity  C oordinaros | W a v iv  
length,
Clirom silieily C<K»rdinatcs
* V 2 i V i
• 3S0 • 0.1741 0.0050 0.8209 5S0 0.5125 0.4S6G 0.0009
3S5 .1740 .0050 .8210 • 585 . 544S .4544 .0008
300 . 1738 .0049 .8213 590 .5752 .4242 .0006
395 . 1736 .0049 .8215 595 .6029 .3965 .0006
400 .1733 .004S .8219 600 .6270 .3725 .0005
405 .1730 .004S . 8222 605 .G4S2 .3514 .0004
410 .1720 .0048 !S22G 610 . 665S .3340 .0002
415 .172) .004S .8231 615 .6801 .3197 .0002-
420 .1714 .0051 .8235 620 .6915 .3083 .0002
425 • .1703 .0058 .8239 625 .7006 .2993 .0001
430 . 1GS9 .0009 .8242 630 .7079 .2920 .0001
435 .1009 .0086 .8245 635 .7140 .2859 .0001
440 .1644 .0109 .8247 640 .7190 .2509 .0001
445 .1011 .0138 .8251 645 .7230 .2770 .0000
450 .1560 .0177 .8257 650 .7200 .2740 .0000
455 .1510 .0227 .8203 j 655 . 72S3 .2717 .0000
4G0 .1410 .0297 .S2G3 660 .7300 .2700 .0000
465 .1355 .0399 .8246 I 6G5 .7311 . 26S9 .0000
470 .1241 .0576 .8)81 670 .7320 .2GS0 .0000
475 .1090 .0S6S .8030 675 .7327 .2673 .0000
4 SO .0913 .1327 .7760 680 .7334 .2666 .0000
485 .06S7 .2037 .7306 685 - .7340 .2GG0 .oooo
490 .0154 .2950 . 6596 690 .7344 .2656 .0000
495 .0235 .4127 .563S 695 .734G .2654 ..oooo
500 .00S2 .53S4 .4534 700 .7347 .2653 .0000
505 .0039 .6548 ,3413 705 .7347 ,2653 .0000
5)0 .0139 .7502 .2359 710 . 734 i .2653 .0000
515 .0389 .8120 .1491 715 .7347 .2653 ' .0000
520 .0743 .S33S .0919 720 .7347 .2653 .0000
525 .1142 .8262 .05% 725 .7317 .2653 .0000
530 .1547 .8059 .0394 730 . 7347 .2653 .0000
535 . 1929 . 781G .0255 735 .7347 .2653 .-oooo
540 .22% .7543 .0161 740 .7347 .2653 .0000
545 .2658 .7243 .0099 745 .7347 .2653 .0000
550 .30)0 .. 6923 .0061 750 .7347 .2653 .0000
555 . 3373 . 6589 .0038 755 .7347 .2653 .0000
500 .3731 . G2 15 .0024 760 .7347 .2653 . .0000
505 .40*47 . 5896 .0017 765 . 7347 .2653 .0000
570 .4141 . 5517 .0012 770 .7317 .2653 .0000
575 .4788 . 5202 .0010 775 .7347 .2653 .0000
5S0 .512.'» . 4 S(»G .0009 780 .7347 .2653 .0000
tomada de M.G. VELLON " Analitical Absortion Spectroscopy" 
V.'iley, New York '1950, Pag. 524.
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En el caso de un indicador, el color que presenta la diso­
lución antes y después del punto final puede representarse por 
sendos puntos en el diagrama de cromaticidad. Igualmente los co­
lores de la disolución durante la transición vendrán representa­
dos por puntos en el diagrama. La distancia entre los puntos an­
tes y después del punto final es una medida de la calidad del 
viraje del indicador.
MacAdam en 1942 (126) dividió el triangulo de Maxwell en 
elipses, la superficie encerrada por estas representa tonalida­
des de color difícilmente discernibles visualmente.
Debido a que la percepción de las coloraciones es un hechro 
subjetivo, no solo la distancia entre los colores antes y después 
del punto final, sino y sobre todo, la zona en que se encuentren 
dichos puntos, determina la calidad de un indicador. Asi pues, un 
indicador cuyo viraje sea azul-púrpura es más perceptible que uno 
cuyo viraje sea verde-amarillo.
El CIE 1931 (125), no es el único sistema cromático propue¿ 
to. Existen otros posteriores tratando de definir un esoacio cro­
mático mas uniforme. Algunos de estos sistemas se han utilizado en 
trabajos analíticos, como son: RUCS 1939 (127), CIE 1960 (128) y 
últimamente CIE L* a* 8*1976 (129). Las ecuaciones básicas de los 
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X + Y + 2 X + Y +  Z
FU CS 1939
„ _ n ■« ° ' 623  ( *  ♦  y  -  0
x  — 7 . 0 5 3 y  — 1 .6 4 0
3 . 6 9 7 x  -  5 . 0 7 7 y  -  1 .3 6 9  
V = - --------------------------------------------
x  -  7 . 0 5 3 y  -  1 .6 4 0
CIE *1960
4  X
X +  15 Y + 3  Z
6  Y
X +  15 Y + 3  Z
CIE 1976
F (i) = G (!) 'n
F (!) = 7,787 G (i)+ 0 ,1 3 7 9
s* = 50 0  (F (1) -  F (2) ) para i = 1 , 2 , 3 si G (i) >  0 ,0 0 8 8 5 6
b* = 200 (F (2) -  F (3) ) donde:- y* si G (i) <  0 ,0 0 8 8 5 5
L* =  116 (F (2) -  0 ,1379) G (1) = X/Xn  
G (2) = Y/Yn  
G (3) = Z/Zn
Distintos eistemaB de coordenadas cromáticas.
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Ademas de representar gráficamente la transición de color 
de un viraje, exiten otros métodos de valorar la calidad de un in 
dicador. Uno de ellos es utilizar la "concentración de color" o 
"concentración' óptica" (131) representada por el simbolo J y que 
viene dada por:
( A x E ) + ( A y E ) -f ( A z E )
J — ...
( x e ) + ( ? e ) +  ( ' I e )
J puede ser considerada como una transmitancia efectiva, tenien­
do en cuenta tanto la transmitancia absoluta como la capacidad 
del ojo para detectarla.
La magnitud de las relaciones Aj/ApH, Aj/ A v  y
val.
A j / ó  E(mV) en el punto final es representativa, no solo de la 
nitide^del viraje, sino también de su exactitud; ya que visua­
liza la concordancia entre el cambio brusco de coloración (vira­
je) con el final de la valoración.
□tros parámetros utilizados para evaluar la nitidez y exac 
titud de los indicadores son "Specific Color Discrimination"
(SCD), y "color difference" (AE?) propuestos por BHUCHAR en 1982 
(132) la expresión matemática de AE*es :
= | C Lr L2)2+ ( ai - a2 )2 * ( bl - b2 )211/2
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La diferencia de color, es pues la distancia geométrica 
entre dos puntos que representan dichos colores en el espacio de 
color.
La utilización conjunta de los parámetros ( J y^E*} 
permite una mejor evaluación de las transiciones de color de los 
indicadores.
□tro concepto importante a tener en cuenta es el denomina- 
do"punto gris" llamado también de igual energía y que es el pun­
to central del diagrama de cromaticidad, sus coordenadas son 
x = 0.3101 e y = 0. 3163 ( las líneas rectas que lo atraviesan u- 
nen puntos complementarios). Dicho de otro modo, el. punto gri6 
representa la situación del sistema antes de la adición de cual­
quier colorante y utilizando como fuente de radiación el stan­
dard C.
De lo expuesto se deduce que puede ser una buena medida de 
la calidad de la transición, su proximidad o lejanía del punto 
gris. Aquellos indicadores que incluyen el punto gris en su tran­
sición o bien pasan muy cerca de él, ofrecen cambios de colora­
ción muy nítidos.
Esta idea abre una línea de investigación, consistente en 
buscar los colorantes inertes adecuados para hacer coincidir el 
punto final de la valoración en el punto gris. Es decir, una vez 
fijada la transición cromática del viraje de un determinado indi­
cador, mediante la adición de uno o varios colorantes, se despla-
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za dicha curva de transición hasta hacerla pasar por el punto gris 
con lo cual el viraje que percibe el observador es el siguiente: 
color A - incoloro - color B. Se elimina asi el intervalo suma de 
los colores A - B, evitando los errores inherentes a todo proceso 
de valoración, al mismo tiempo que mejora la comodidad y rapidez 
de la determinación.
El estudio y evaluación de la calidad de estos indicadores, 
conocidos con el nombre de"indicadores mixtos", se realiza con los 
mismos sistemas de cálculo y diagramas explicados anteriormente.
La aplicación de la teoría del color a la quimica analíti­
ca es reciente, existiendo pocos trabajos al respecto en la biblio 
grafía consultada. Se han publicado algunos artículos que hacen 
referencia al estudio cromático de indicadores ( exclusivamente
y ✓  *v /
acido-base y metalocromicosJ asi como a la elaboración de indi­
cadores mixtos de punto gris (133) (134) (135) (136) (137).
Tan solo unos pocos hacen referencia a valoraciones de productos 
de utilización en farmacia, valoraciones que suelen transcurrir 
en medios no acuosos.
Bakos y Col. (138) correlacionan la cantidad de acido ascór 
bico en escaramujos con los valores tristímulus calculados colorí 
métricamente.
Inagaki y Col. (139) determinan drogas que poseen en su 
estructura dobles enlaces por espectroscopia IR utilizando la 
"complementary tristimulus colorimetry".
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Yoshida, Oda y Miróse determinan barbital y fenobarbital
sódicos (l4l), teofilina (140) y glicina (140) (l4l) en disolucio
-2 -4
nes acéticas cuya concentración varia de 10 a 10 M, mediante 
valoración con- acido perclórico en medio acético glacial, utili­
zando violeta cristal como indicador ( en el caso de la glicina 
también utilizan oC- naftolbenzeina). Calculan la concentración 
de analito a partir de una expresión teórica que relaciona la 
transición de color p  ( definida como la relación entre la con 
centración libre y la concentración local de indicador), las cons­
tantes condicionales analito - valorante e indicador-valorante, 
y las concentraciones iniciales de indicador y valorante, evi­
tando asi el error inherente al indicador. Los valores de ^  
y de las constantes condicionales los obtienen a partir "comple- 
mentary tristimulus colorimetry" midiendo la absorbancias entre 
rangos del espectro correspondiente, que coinciden con los tres
máximos observados. Construyen curvas teóricas C „ / C  = F(
val. anal.
0 , constantes condicionales, C. , , C „ ) frente a 0 , hacien 
r ind. anal. -
do variar este entre □ y 1. Los resultados experimentales obte­
nidos reproducen las curvas teóricas.
I.I.4.— ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO DE MEDICAMENTOS.
La necesidad de automatización en el análisis de control 
ha inducido al desarrollo de métodos que trabajen en flujo ya sea 
continua o discontinuamente. En esta linea y dentro del primer gru 
po se encuadra el análisis de Inyección en Flujo (FIA), método
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propuesto recientemente y consolidado como una nueva metodología 
científica.
Esta basado en la inyección y dispersión controlada (mez­
clado) de la muestra, en una corriente no segmentada del reacti­
vo portador y la posterior conducción de la mezcla hacia el detec 
tor.
El FIA goza ademas de la versatilidad de los métodos en 
flujo continuo de ventajas adicionales: diseño simple y barato 
siendo a la vez lo suficientemente robusto para ser utilizado dia 
riamente en un laboratorio analítico.
Los trabajos publicados al respecto son unos quinientos, 
siendo relativamente pocos los que hacen referencia al área far­
macéutica 4,5°/o (142) o 13,7% (143). Los articulos dentro de este 
campo han sido recientemente revisados (144) y se pueden clasi­
ficar, atendiendo a los métodos instrumentales y técnicas emplea 
daSj en los siguientes apartados:
1.- Absorción de radiación.
Espectroscopia UV-V
La determinación de la hidrazida del acido isonicotínico 
en tabletas (145) se basa en el desarrollo de dos reacciones coni 
petitivas; en la primera se forma un complejo coloreado entre la 
isoniazida y V(V) en medio fosfórico y la segunda en una oxida­
ción del complejo por la acción del VO . La relación de veloci-
«J
dades de reacción es adecuada para obtener una señal cuya altura 
es directamente proporcional a la cantidad de isoniazida inyecta
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da. Los valores de absorbancia se leen a 420 nm . Glucosa, acido 
cítrico, oxálico, fructosa y dextrina no interfieren aún en un 
exceso de cien veces en muestras de 0,3 mi que contienen 25 mi- 
crogramos de isoniacida. El análisis de los comprimidos se rea­
liza por interpolación directa en la curva de calibrado y por 
"adición standard".
Landis (146) propone un método FIA para cuantificar doce 
esteroides diferentes basado, en la reducción del azul de tetra- 
zolio por el analito en medio básico y dando un formazan colorea 
do. Ha sido descrito para el acetato de metilprednisolona, sien­
do el rango de linealidad 0,073-0,914 mg/ml y la rsd 0’,5°/o.
Muchos de los trabajos FIA que desarrollan determinaciones 
en el UV-V incluyen extracción líquido-líquido como paso prelimi- 
nar. En este sentido, Karlberg et al. (147) y Bergamin et al. (l4Q) 
proponen independientemente un procedimiento FIA de separación, 
consiguiendo resultados similares a los obtenidos por métodos de 
extracción convencional.
Un ejemplo que demuestra la necesidad de la extracción lí­
quido-líquido en FIA es la determinación de cafeína en muestras 
de ácido acetisalicílico (147). La interferencia producida en el 
reparto por el sulfato de laurilsodio (surfactante que contenían 
los comprimidos) se elimina con bromuro de tetrametilamonio, éste 
forma un par iónico con el lauril que se extrae en la fase orgá­
nica y que no absorve a la longitud de onda de medida (275 nm).
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Kalberg et al. (149) determina codeína extrayéndola del 
cloroformo por formación del picrato correspondiente. Las mues­
tras acuosas se inyectan en una corriente acuosa de picrato, tam
ponadas a pH = 6"50 y segmentadas por una corriente de clorofor-
-4
mo. El rango de linealidad es ( 0.5 - 9).10 ; estudian la in­
terferencia producida por el sulfato de laurilsodio.
La determinación del cloruro de Prociclidina se lleva a 
■ cabo por Fossey y Cantwell (150), describen y caracterizan un a- 
parato que utiliza un separador de membrana como separador de fa­
ses y una presión de bombeo constante. Otras membranas han sido 
descritas por Hord y Kalberg (l5l) y Ogata et al (152).
Difenildramina y 8-cloroteofilina son determinadas (153) 
previa extracción utilizando una doble membrana ( tefIon-papel); 
a pH 10 la difenildramina se extrae en la fase orgánica mientras 
que la 8-cloroteofilina es retenida cuantitativamente en la fase 
acuosa.
Recientemente se están adecuando a FIA procedimientos con
trolados por microprocesador, en este sentido, se determinan com
puestos fenólicos (tales como el sulfato de terbutalina) por reac
ción con 4-aminoantipirina y K Fe(CN) (154). Batteridge et al.
3 6
(155) proponen una optimización computo-asistida para el análisis 
FIA de isoprenalina en base a la sensibilidad, con método simplex 
modificado y procedimientos univariados. En esta linea también pu 
blica Wade (156).
Asi mismo, también se proponen determinaciones de drogas con en­
zimas immovilizados y lecturas espectrofotométricas (157) (158),
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ambos trabajos se comentan en el apartado de métodos enzimaticos.
2.- Emisión de radiación.
Fluorescencia, fosforescencia y quimioluminescencia.
El método de la formación de tiocromo a partir de tiamina
(vitamina Que se aplica a la determinación de esta en prepa
rados farmacéuticos, ha sido aplicado a FIA (159), esta basado en
rla reacción de la vitamina B y el FeíCN en medio básico y ex-1 y v. j6
tracción del tiocromo formado en la fase orgánica.
Dullari et al. (l6ü) estudian las interacciones binding droga-pro 
teína fluorimétricamente, siendo los resultados obtenidos simila­
res a los correspondientes a un procedimiento estático.
J.N. Miller (l6l) recopila los resultados obtenidos en su labora­
torio que desarrollan procedimientos que combinan inyección en flu 
jo y métodos luminiscentes. Inyectan el analito ( quinina, glici­
na, ...) en una corriente alcalina para convertirlo en una especie 
fluorescente„
Burguera, Burguera y Towshend (162) publican un review- que hace 
referencia a los principios, aplicaciones y lineas FIA para rea­
cciones de quimioluminescencia monitorizadas, también determinan 
con un limite de detección de □, 0G3 ng/ml.
La extinción de la fosforescencia en el caso del biacetilo 
en fase líquida a temperatura ambiente (163) se presenta como una 
técnica de detección de algunos compuestos orgánicos en sistemas 




El analgésico fenólico meptazinol se determino por oxida-
✓ ✓ ✓
cion electroquímica, con una célula de detección voltametrica
carbon-vidrio (164). Las muestras fueron inyectadas en una corrien 
te del electrolito soporte y la corriente anodica se monitorizo 
según las muestras fueran pasando por la superficie del electro­
do, siendo oxidado el despolarizador al potencial aplicado.
Forsman y Karlsson (165) evalúan polarograficamente con 
electrodo de gotas de Hg el acido peniciloico que se encuentra 
como impureza en la penicilina. El procedimiento FIA presenta una 
ventaja sobre el convencional y es que el sistema no necesita des 
aireación debido al efecto del tritón X-100 que desplaza la on­
da de reducción del 0 -400 mV.
2
La determinación polarografica del dinitrato de isosorbi- 
da se ha realizado en FIA (156). El detector puede operar como 
un electrodo de gotas de Hg o de gotas suspendidas, la altura de 
los picos depende de la presencia de agentes tensioactivos.
Vang y Freiha proponen una detección voltametrica basada 
en la preconcentración absortiva del analito, resultando mas se­
lectiva que la amperometría convencional. Se aplica la determi­
nación de clDropromazina en orina humana (167). No interfieren 
especies de semejante potencial redox, tales como el ferrocia- 
nuro y el acido ascórbico,'
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La clorpromazina se determina también junto con fenol, ace- 
taminofen, norepinefrina y algunos iones metálicos por otro autor 
(163); el método se basa en el registro de los voltamperogramas 
mientras la muestra y la solución portadora fluyen a través de la 
celda, tomando la diferencia como la respuesta neta de la muestra.
El acido cafeico, paracetamol, dopamina y ferrocianuro 
se cuantifican en FIA (169), el trabajo propone una nueva forma
de celda dé flujo, en la que introdúcen un agitador que se colo­
ca al lado de un electrodo tubular poroso con lo que se consiguen 
velocidades altas y transporte de masa a lo largo de su area su­
perficial .
Amperometría y culometría.
Se ha descrito una celda doble electroquímica para la de­
terminación de cisteína, cistina y penicilamina que utiliza co­
rrientes de flujo acuosas (170), y electrodo de polvo de plata 
amalgamado que reduce la cisteína, evaluándose este amperometri-'í
camente con electrodo de Hg.
Algunos trabajos proponen otro electrodo de trabajo, el 
constituido por carbon-vidrio reticulado para culometrías y am- 
perometrías en FIA, permitiendo determinar: acido ascórbico, epi- 
nefrina y o(-dihidroxifenilalanina en cantidades de nanogramos 
(l7l). La mayor ventaja del método es la electrólisis total del 
analito lo que implica la no realización de curvas de calibrado, 
□tro trabajo (172} utiliza el mencionado electrodo y determina
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amoxicilina, hidroquinodopamina y epinefrina.
El ^2^2 Pu0C*e valuarse cuantitativamente por amperome- 
tría y FIA con electrodo de carbono (173), el trabajo estudia las 
interferencias causadas por glicerol, dihidroxiacetona y los com­
ponentes del tampón.
La determinación amperometrica de glucosa en muestras de 
suero propuesta por Yao (174) utiliza electrodo de membrana cons 
tituído por un enzima modificado quimicamenhe, también diseña un3 
nueva celda de flujo; la muestra se inyecta en la corriente del 
portador ( pH 7'5 , tampon fosfato ) y pasa a través de una co­
lumna empaquetada con gel de sílice y ditiocarbamato de Cu (il) 
para eliminar impurezas. Este mismo autor (175) determina fosfo- 
lípidos en muestras de suero con un procedimiento semejante al 
descrito.
4 C- Potencial eléctrico.
Potenciometría.
Agentes reductores, tales como el acido ascorbico, fueron 
inyectados en una corriente no segmentada de Ce(lV) y cuantifica 
dos a partir de la relación de concentraciones de Ce(lII ) y Ce(lV) 
utilizando electrodos de Pt y grafito (176), la reproducibilidad 
obtenida es buena.
Yusuda (177) determina glucosa con electrodo de urea for­




Pungor (l7Q) ha publicado un reviews sobre procedimientos 
electroanaliticos en FIA aplicados al análisis de productos far­
macéuticos .
5.- Métodos enzimáticos.
Pacakova et al. (157) determinan glucosa y pirocatecol con 
dos enzimas, glucosaoxidasa y tiposinasa, inmovilizados en la su­
perficie del sensor o en un soporte inerte empaquetado en una pre 
columna.
Un método original para determinación de -lactamas (pe-', 
nicilinas y cefalosporinas) que consiste, en la medida de ental­
pia de reacciones enzimaticas en FIA por medio de termistores, ha 
sido publicado (150).
El alto costo de los enzimas y co-enzimas justifica los 
esfuerzos de recuperación, en esta línea, se ha descrito una 
determinación rapida de glucosa con regeneración automática y re- 
ciclamiento del NAD"^ y de la glucosa-dihidrogenasa (179). Este 
estudio esta basado en u trabajo anterior de Hansen et al.
I. 2.- OBJETO Y PLAN DE TRABAJO
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I.2.- OBJETO Y PLAN DE TRABAJO
Se inició la presente Tesis Doctoral dentro de la línea de ; 
investigación de este Departamento "Estudios químico-analíticos i j
if
de las biguanidas", y más concretamente con el fin de proponer 
métodos de análisis de biguanidas utilizadas en el mercado farma i 
ceutico español. Para ello se tuvo- en cuenta que la tcrtalidad da meto 
dos de análisis recomendados en las Farmacopeas más utilizadas 
(British Pharmacopoeia y United States Pharmacopoeia) emplean 
técnicas clásicas e instrumental fácilmente accesible a cualquier 
laboratorio.
Con estas premisas en esta Memoria se propone la valora­
ción conductimétrica de biguanidas contenidas en medicamentos, 
utilizando sales de Cu(ll) como valorante. El método propuesto 
es ventajoso frente al método standard (valoración con HCIO^ 
en medio acético glacial) en su ejecución y especialmente en 
cuanto a su selectividad. La exactitud y reproducibilidad son 
similares a las correspondientes al método standard.
La realización de este apartadb va precedida del estudio 
químico de un sistema Cu(ll) - Biguanida inédito. Dado que se 
utiliza la 2-sulfoetilbiguanida , recientemente preparada en 
este Departamento, se necesitó determinar las constantes de 
acidez de la misma.
En segundo lugar se realiza un estudio crítico-comparativo 
de las transiciones de color propuestas en las Farmacopeas para la va 
Toración de biguanidas. Dicho estudio utiliza las teorías de 
cromaticidad aplicadas a la Química Analítica y permite demos­
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trar fundadamente (no solo empíricamente) cuales son los indica 
dores más adecuados; también se mejoran los resultados que se 
obtienen con los indicadores simples que resultan más favorables, 
proponiéndose indicadores mixtos de punto gris
Por último, se acortan sensiblemente y mejoran los proce­
dimientos extracto-colorimétricos propuestos para la determina­
ción de Clorhexidina, con la utilización de agentes tensioacti- 
vos. Estos procedimientos se han desarrollado recientemente y 
de forma empírica sin ningún estudio químico del sistema impli­
cado. En esta Memoria se utilizan los agentes surfactantes para 
la puesta a punto del método espectrofotométrico directo y con 
técnicas FIA, caracterizándose previamente los productos obte­
nidos en la reacción.
PARTE EXPERIMENTAL
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II.1.- REACTIVOS Y APARATOS
Reactivos
- Disoluciones de 2-sulfoetilbiguanida (sintetizada a partir 
de 1-cianoguanidina, taurina, sulfato de cobre y NaOH).
- Disoluciones de digluconato de clorhexidina, preparadas a 
partir de una solución madre del 20 °¡o donada por ICI FARMA.
- Disoluciones de distintas biguanidas preparadas a partir 
de los sólidos : clorhidrato de clorhexidina (ICI FARMA), 
clorhidrato de proguanil (ICI FARMA), clorhidrato de met­
formina (CEPA) y clorhidrato de moroxidina (FUNK SA). La 
riqueza de los productos de partida se evalúa mediante va­
loración con HC10 en medio acético glacial, siendo res-
4
pectivamente 99,3D °/o (dsr 0,3 ’/o ), 99,80 °/° (dsr 0,4 °/o ) ,
99,80 l/o  (dsr 0 ?4 °/o ) y 99,70 % (dsr 0,4 c/o ).
- EDTA-Na^ (Merck, R A), la disolución se valora frente a 
CaCO (Merck, R A).
O
- Disoluciones de Cu(Acetato)^ (Merck, R A) , CuSO^ (Merck,
R A) y Cu° (Merck, R A) valoradas con EDTA-Na^ utilizando 
como indicador murexida.
- Sacarosa (Baker), ácido ascórbico (Merck), banzocaína (Pro 
bus) y ácido acetilsalicílico (obtenido a partir de ácido 
salicílico, Probus, y anhidrido , Baker).
- Disoluciones acéticas de violeta cristal (Merck, para micros 
copla), violeta de metilo (GrObler, indicador), púrpura de 
bromocresol (Grübler, indicador), verde de malaquita ( Rie- 
del, para microscopía) y O.D Tropaolin (Grübler, indicador). 
Amarillo de neozapon (Basf) y azul de timol (Grübler, in­
dicador.
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*- Ftalato ácido de potasio (Merck, R A:).
- Disolución acética de Acetato de Hg(jll) al 5 °/° (Merck, R A)
- Disolución de HC10 (Panreac, puro) en medio acético gla-
•-4
cial valorado potenciómetricamente frente a ftalato ácido 
de potasio.
- Disoluciones de naranja de metilo (Riedel, indicador), azul 
de timol (Riedel, indicador), verde de bromocresol (Merck, 
indicador) y púrpura de bromocresol (GrObler, indicador).
- Disoluciones de agentes tensioactivos de distintas proceden 
cias. Tritón X-100 (Probus).
- Disoluciones de ácidos, bases y otros reactivos de diversas 
calidades.
Aparatos
- Espectrofotómetro Shimadzu U V-240, provisto de cubetas de 
cuarzo, plástico y vidrio de 1 cm de camino óptico.
- Potenciómetro CRISON 517 provisto de electrodo combinado 
de vidrio Methrohm EA 120.
- Potenciómetro CRISON 501 provisto con electrodo de vidrio 
Radiometer G202B y electrodo de calomelanos con metanol 
saturado en KOI preparado en el laboratorio.
- Autobureta Radiometer ABU 80 con pistón de 2,5 mi.
- Rota vapor BUCHI RUO.
- Conductómetro CRISON 522 provisto de celda conductimétrica 
Metrohm EA-608.
- Bomba de flujo continuo LKB.
- Colorímetro Perkin-Elmer, Ooleman 55.
- Unidad de dilución automática Tecator 5020; tubos de reac­
ción y de bomba de la misma procedencia.
- Registrador Unicam 45 AR
II.2.- SISTEMAS Cu(II) - BIGUANIDA
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II.2.1..- CONSTANTES DE ACIDEZ DE LA 2-SULF OETILBIGUANIDA
La síntesis y purificación de la 2-sulfoetilbiguanida se rea­
liza de acuerdo con el procedimiento' (44)
Una mezcla homogénea formada por 2.28 g de 1-cianoguanidina,
5.28 g de taurina, 2 g de sulfato de cobre pentahidratado y 20 
mi de hidroxido sódico 1.25 N se calienta hasta fusión y se man­
tiene fundida durante una hora a 1302C agitando periódicamente. 
Al fundida y en caliente se le añaden 40 mi de agua destilada y 
20 mi de NH (c). Se obtiene una disolución azul y un precipita-
O
do rosa, este precipitado una vez filtrada y lavado con agua, se 
disuelve en H^SO^ (c). Se añaden unos 10 mi de agua y a través 
de esta disolución se pasa corriente de SH^. Una vez separado el 
precipitada de CuS, sobre la disolución incolora se pasa carrien 
te de N^, para eliminar el exceso de SH^ que pueda haber disuel­
to en la disolución. Se basifica el medio con NH^ hasta pH apro­
ximadamente 9 y se concentra en vacío y a 609C hasta reducir su 
volumen a la tercera parte. La adición de etanol provoca la pre 
cipitación de un sólido blanca cristalino. Dicho sólido se puri­
fica mediante recristalización en agua caliente.
Se constata la naturaleza del producto obtenida con la rea­
lización de análisis por combustión y la obtención del espectro IR 
por la técnica de inclusión en KBr.
Los resultados obtenidos en el análisis elemental de la sus­
tancia, se muestran junto con los valores calculados para el reac­
tivo 2-sulfoetilbiguanida en la siguiente tabla:
ANALISIS ELEMENTAL % C % H % N % S % 0
Valores calculados 22,01 5,54 32,08 14,69 25,66
Valores hallados 22,01 5,22 32,00 14,64 26,07
Error absoluto - 0,32 0,02 0,05 0,41







El espectro IR del producto obtenido se presenta en la figu­
ra 4 y contiene las características que se exponen a continuación:
Una amplia bandar entre 3500 y 2900 cm ^ que incluye picos a 
3440 cm ^ correspondientes a las tensiones 0-H del agua de crista­
lización, a 3380, 3200 y 3120 cm ^ correspondientes a las tensiones 
N-H de los grupos aminos primarios, secundarios e iminos. La posi­
ble banda de tensión C-H de los grupos -CH^ queda incluida en di - 
cha zona, entorno a 3000 cm \
El grupo de bandas intensas a 1680-1650, 1620 cm ^ se debe a
las tensiones C=N de los grupos iminos. Dichas bandas aparecen-des
plazadas a frecuencias mayores, lo que es de esperar por la influen 
cia de los N unidos al C, indicando con ello la existencia de gua- 
nidas.
El pico a 1550 cm ^ puede atribuirse a la deformación de los 
grupos aminos primarias y, en especial, a la flexión de los corres 
pondientes enlaces N-H.
A 1470-1430 cm ^ se aprecia la banda de deformación asimétri 
ca de los grupos -CH^-.
El grupo de picos a 1200, 1180, 1160 y 1020 cm ^ es atribuí- 
ble a las vibraciones de tensión del grupo S-0 de la agrupación 
-SO^H. En estas mismas zonas se encontrarán las distintas tensiones 
C-N y sus acoplamientos.
Aparece una banda débil a 900 cm ^ que puede deberse a las 
vibraciones de tensión S-0 de la agrupación -SO H.
ü
A 770 cm ^ aparece una banda ancha que puede ser debida a 
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Figura 4.- Espectro IR de lo 2-sulfoetilbiguanida
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Atendiendo a los resultados expuestos, la formula del reac­
tivo es:
HSO -CH -CH -NH-C-NH-C-NH . l/2 H 0 




Se procede a la determinación de las constantes de acidez de 
la 2-sulfoetilbiguanida, utilizando los cambios observados en los 
espectros UV-V al variar el pH del medio.
Para ello se preparan diferentes disoluciones del reactivo
-5
4 10 M , ajustando el pH a valores diferentes y la fuerza ióni­
ca a 0.50 M con KC1. El volumen final de las disoluciones es de 50 
mi. Se establecen potenciométricamente los valores de pH y se regis 
tran los espectros de absorción a 259C, leyéndose los valores de 
absorbancia a 232 nm.
Con los resultadas obtenidos se aplica el método de los pro 
medios ( iq q) variante del método de Strentron-Goldsmith Q-80 ). Pa­
ra su aplicación se requieren los valores de absorbancia de las di 
soluciones del reactivo a diferentes pH y a una longitud de onda 
fija, en la que, los coeficientes de extinción de la especie acida 
y la básica implicadas en el equilibrio de disociación, sean nota­
blemente distintas:
A partir de la definición de constante de equilibrio:
Ia' I I h *! V |h
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donde: , ,
c = c + c [2j siendo c la concentración analítica
A HA
de la 2-sulfoetilbiguanida
A = E c + E c  ,[b = 1 cm) Í3-)
1 A 2 HA J 1 J
y teniendo en cuenta que:
1) si ciin = c A „ = E c (4)
1 HA max 2 v 1
2) si c„. = c A . = E c Í5)
1 A min 1
se obtiene la expresión :
Amáx - A , +, r -y
K = — --- — -.IHl (6)
A - Amin
tomando logaritmos en la expresión (6 ) se obtiene:
Amáx -A „ . l,
K = 105 A - Amíñ' ’ 103lH 1 (/)
de donde:
Amá y — A
pK = pH - log —  — —  ó pK = pH - log R (0 )
A - Amin
La expresión (g ) para cada valor de pH y A es de la forma :
pK. = pH, - log R. Í9)
i x  1
y el valor de pK viene dado por el promedio
PK = - L e5í„ _  (10)
n
Resultados
Se presentan los espectros obtenidos en la figura 5 y los 
valores de la absorbancia a 222 nm en la tabla 5 . Así mismo, los
valores de pH y log R se dan en la tabla 6 .
La posición e intensidad de las bandas de absorción que pre­
senta el reactivo en el UV, cambia al variar el pH del medio. En 
ía figura 5 se observa que para el intervalo de pH de 0,242 -
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1,550 la 2-sulfoetilbiguanida presenta una banda a 210 nm; entre 
pH 1,550 - 3,094 aparece una banda a 200 nm y un hombro a 232 nm. 
Este hombro se convierte en banda en el intervalo de pH que va de 
3,206 a 5,204, haciéndose máxima la absorbancia a 232 nm y desapa­
reciendo la banda a 200 nm. Entre pH 8,305 y 12,299 aparece un má­
ximo a 232 nm y una banda de máximo variable alrededor de 200 nm.
Este comportamiento confirma, a groso modo, el carácter dibá 
sico de las biguanidas con valores de pK que oscilan entre 2-3 y 
10-12.
También reflejan los espectros la presencia de otra disocia­
ción ácidc-base, debida al grupo -SO H de la 2-sulfoetilbiguanida
ü
con un valor de pK inferior a 1,55.
Los equilibrios de disociación ácido-base de la 2-sulfoetil- 
biguanmda, deducidos de la observación de las experiencias prece­
dentes son:
H0 S-CH -CH -NH-C-NH-C-NH_ 0_ S-CH -CH -NH-C-NH-C-NH + H+ 
3 2 2 i + H + 2 3 2 2 ii + ii + 2
NH2 NH2 Ka3_ 2 2
0 S-CH -CH - N H - C - N H - C - N H ^ O S i C H - C H  -NH-C-NH-C-NH + H 
3 2 2 i» + it + 2 3 2 2 ii + •« 2
NH_ NH_ K 0 NH NH
2 2 a2 2
_0 S-CH -CH -NH-C-NH-C-NH ~03S-CH2-CH2-NH-C-NhT-C-NH2 + H+
NH* NH K NH NH
2 a1
Debido a las características espectrales observadas y con los
valores de absorbancia leídos a 232 nm, únicamente se puede obtener
el pK correspondiente a la segunda protonación del grupo biguanida 
a
(pK ). Aplicando las ecuaciones (9) y (lO) se prepone el valor de 
&2
3,2 t 0,2 para dicha constante.
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v(ml) de HC1 0,926 M v(ml) de KC1 0.926 M A(259C, 232 nm) pH
27,0 - 0,028 0,242
23,0 4,0 0,028 0,335
21,0 6,0 0,026 0,438
17,0 10,0 0,026 0,532
11,0 16,0 0,026 0,752
9,0 18,0 0,026 0,845
7,0 20,0 0,026 0,958
5,0 22,0 0,030 1,103
.3,0 24,0 0,033 1,325
v(ml) de NaHSO^ 0,500 M vfrrl) Na SO 1.000 M 1 2 4 A(25BC, 232 nm; PH
9,1 13,2 0,040 1,641
3,6 15,2 0,060 2,085
■ 2,1 15,8 0,079 2,326
1,3 16,1 0,102 2,547
0,95 16,3 0,125 2,6é8
0,70 16,4 0,156 2,830
0,50 16,4 0,226 3,094
v(ml) de HAcO 
1,000 M
’v(ml) de NaAcO 
1,000 M
v(ml) de KC1 
1,000 M
A(25sC,232nm) pH
1,00 _ 25,0 0,347 3,206
0,50 - 25,0 0,379 3,366
5,0 0,30 24,7 0,393 3,400
5,0 0,43 24,6 0,435 3,550
5,0 0,54 24,5 0,454 3,653
5,0 0,69 24,3 0,489 3,760
5,0 0,87 24,1 -0,506 3,851
5,0 1,10 23,9 0,521 3,948
5,0 1,75 23,3 0,545 4,157
5,0 2,8 23,3 •0,565 4,363
5,0 4,4 22,2 0,575 4,570
5,0 7,0 20,6 0,575 4,780
5,0 11,0 14,0 0,575 4,987
1 5,0 17,5 7,5 0,575 |5,204







Figura 5 .- Espectros UV de la 2-sulfoetilbiguanida a diferentes ,
valores de pH, desde 0.242 a 1.262. (ver tabla 5) ro
l
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3.206 0.347 a. 149
3.366 0.379 0.256
3.400 0.393 a .305
3.560 0.435 a .466
3.653 0.464 a .596
3.760 0.489 a .  731
3.851 0.506 a. 842
3.948 0.521 0.962
4.157 Q.545 1.238
Tabla 6 .- Aplicación del método de los promedios 
para la determinación del pKa2 de la 2-sulfoetil 
biguanida.
• II.2.1.2.- METODO POTENCIOMETRICO
Método
Se procede a la determinación de las constantes de acidez de 
la 2-sulfoetilbiguanida, por la valoración con hidróxido potásico, 
de una disolución de biguanida con ácido clorhídrico. Se miden los 
valores de potencial después de la adición de pequeños incrementos 
del valorante. La disolución a valorar se mantiene termostatada con 
corriente de agua en una celda termostatada.
Previamente se procede al calibrado de los electrodos median­
te el método de Gran (lQO), valorándose 20 mi de HC1 0,0598 M (i =
0.500 M en KCl) con KOH 0,4984 M (i = 0,500 M en KCl).
Las valoraciones potenciométricas se llevan a cabo a 21,3 £
-3
0,19C sobre 20 mi 6,0322 10 M en biguanida y 0,0598 M en HC1 
(l=0,500 M en KCl) utilizando como valorante KOH 0,5000 M. Parte 
del ácido es consumido en la segunda protonación del grupo biguani­
da y protonación del grupo -SO H, utilizándose el exceso restante
O
en el calibrado "in situ" de los electrodos.
A los resultados obtenidos en las citadas valoraciones se a- 
plican diferentes métodos de cálculo, que han diferido según que 
los diversos equilibrios de disociación se considere que tuviesen 
lugar de forma simultánea óindependientemente.
Equilibrios independientes:
Se aplica el método analítico (i q o ), el valor de pK viene 
por la siguiente expresión:
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siendo:
v .-volumen inicial 
o
v^.-volumen añadido de base
H^.-concentración añadida de base
A .-concentración de soluto 
o
H .-concentración de ácido fuerte 
o
Equilibrios simultáneas:
Se aplica el método de Speakman (181), que considera además 
de las constantes correspondientes a los dos equilibrios involucra 
dos, una función ñ, que indica la razón de pirotones ligados al a-
nión del ácido respecto a la concentración amalítica de dicho áci­
do:
- ^ 2  - Ka1 ^  (13)
ñ n
Esta expresión puede asemejarse a una recta ctíe pendiente (-K^) y 
de ordenada en el origen (^K^).
Resultados y discusión
El calibrado de los electrodos mediante el método de Gran (
tabla 7 ) , ha permitido obtener el valor del producto iónico del
agua en las condiciones de trabajo, resultanddo ser:
o'- o ' '
E - E
pK  ------------   13,845 (I =  0,500 M, 21,3^0)
w g
que coincide con el de la bibliografía en lae condiciones de traba 
jo. Este calibrado ha permitido comprobar que el potencial de unión 
líquida del electrodo de referencia, permanecce constante durante 
las valoraciones.
La curva de valoración pH-ml de KOH de la 2-sulfoetilbiguanida 
está constituida por un único salto, que inclluye tanto la valoración
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del exceso de HC1 como las desprotonaciones correspondientes al 
grupo sulfóxido y grupos iminos.
Los datos obtenidos en la valoración se dan en las tablas 8
y 9 . S e  aplica el método analítico para el cálculo del pKal,
ya que éste corresponde a un equilibrio independiente, según se
deduce de las curvas (n,pH). Los valores de pKa3 y pKa2 se en -
’»
cuentran lo suficientemente próximas,como para tener que aplicar 
necesariamente aquellos métodos que consideran simultáneamente 
ambos equilibrios de disociación (Método de Speakman).
Los resultados obtenidos para p K a3y pKa2 son: 0,85 y 2,97 
y para pKal 11,38 a 21,39C y fuerza iónica 0,500' M'en KCl. Se 
han realizado dos valoraciones más que conducen a los mismos re­
sultadas .
Can estos valores obtenidos se concluye que, en disolución
2+*
y a pH inferiores a 0,85 predomina la especie diprotonada SBH ,
O
entre pH 0,85 y 2,97 el ión monovalente SBH^j en el intervalo de 
pH 2,97 a 11,38 la forma SBH y a pH superiores a 11,38 la especie 
aniónica SB . El correspondiente diagrama logc-pH se representa 
en la figura 6 •
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a.iss 4.637 X 10^ 1.2412 -9.123 X
—3
10 1.349 x ía-3
□ .254 4.444 X 10-2 1.2131 -7.957 X
-3
10 1.253 X io-3
a. 4Qi 4.171 X IO*2 1.1962 -5.342 X
-3
10 1.159 X ia~3
a. 525 3.324 X io-2 1.1313 -5.332 X '
-3
“10 1.012 X ia"3





a.acs 3.150 X lo'2 1.1293 -3.551 X 10~° 7.495 X
-4
10
a. 945 2.308 X 10-2 1.1197 -3.CC2 X 6.201 X
-4
10
1.023 2.505 X 10-2 1.1021 -2.415 X 10 ~3 5.431 X
-4
10
i.iai 2.435 X IO-2 1.C889 -1.938 X io"3 4.963 X
-4
10
1.242 2.096 X io"2 1.0747 -1.457 X io"3 3.731 X
-4
10
1.294 1.975 X 10"2 1.0633 -1.176 X io-3 3.435 X
>4
ia
1.292 1.747 X ío*2 1.0452 -7.555 X
-4
1Q 2. 733 X
-4
io





1.552 1.356 X io"2 1.0144 -1.925 X la"4. 1.787 X
-4
1Q
1.521 1.224 X io"2 1.0009 -1.100 X la"3 1.494 X
-4
10
1.563 1.131 X io"2 0.9397 1.177 X
-4
ia . 1.305 X
-4
10





1.76a 9.053 X io-2 0.9534 3.932 X
-4
10 3.913 X io"?
1.323 7.702 X io"3 0.9422 4.725 X
-4
ia 6.550 X io"3
1.355 7.144 X io"3 0.9297' 5.402 X
-4
10 5.375 X io"5
1.904 5.123 X io"3 0.9G91 6.122 X
-4
10 4.493 X IO"5
1.9© 4.343 X io*3 0.3636 7.324 X
-4
10 3.051 X io’3
2. 005 4.129 X io"3 0.3473 7.453 X
-4
10 2.320 X ia"s
2.033 3.632 X io*3 0.3223 7.322 X
-4
10 1.387 X io"5
2.G54 3.251 X io"3 0.3043 7.335 X
-4
la 1.570 X ia“3
2.096 2.554 X io*3 0.7573 3.135 X
-4
10 1.070 X io"5
2.133 1.998 X io”3 0.7051 a.3sa X
-4
10 7.324 X io"6
2.15a 1.655 X i a"3 0.6521 3.502 X
-4
10 5.603 X 10
Y - 1.511 x LCf4 - 1.414 x Id*1 X (r-*0.9990)
Tabla 8 .- Aplicación del método de Speakman para la determinación 
del pKal y pKa2 de la 2-sulfoetilbiguanida.
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2.494 1.036 x i a “3 11.38
2.499 1.099 x i o ~3 11.38
2.503 1.153 x i o “3 11.39
2.507 1.209 x i o *3 11.40
2.512 1.263 x i o ~3 11.39'
2.518 1.324 x i o "3 11.38
Tabla 9 .- Aplicación del método analítico para la 









2 6 10 pH
Figura 6.- Diagrama logC-pH para la 2-sulfo- 
etilbiguanida.
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• ’ • II.2.2.- K DE Cu(ll.) - 2-SULFQETIL8IGUANIDA
Ps____________________ ~ ___________
La adición de la 2-sulfoetilbiguanida a una disolución de Cu(ll) 
da lugar a la formación, de un sólido de calor rosa si el pH está 
comprendido entre las valores 4,3 y 12,4. A valores superiores de 
pH, dicho sólido desapare dejando una disolución de color rosa.
El análisis del precipitado rosa revela que su fórmula más u
probable es CufC N H S0„]„.2 H 0, con el átomo de cobre enlazado 
v 4 5 10 3 2 2
al grupo biguanida por los grupos iminos. Este precipitado si se so 
mete a calefacción no pierde peso hasta alcanzados los 84eC, donde 
tiene lugar la deshidratación. La forma anhidra es estable hasta 
unos 260QC, donde comienza la destrucción del ligando dejando un 
residuo formado mayoritariamente por Cu^O.
La aplicación de la conductimetría a disoluciones de Cu(ll) 
valoradas con 2-sulfoetilbiguanida, en medio amoniacal, da una es- 
tequiometría 1:2 para el complejo, estequiometría que se corrobora 
mediante la realización de una valoración espectrofotométrica de fe 
biguanida, no consumida por el Cu(ll) y que queda en la disolución 




El cálculo del producto de solubilidad del precipitada Cu(ll) 
-2-sulfoetilbiguanida se ha llevado a cabo mediante la utilización 
del método de solubilidad (180 ), procedimiento indirecto que con­
siste en suspender el precipitado en una disolución que contiene un 
agente complejante del catión, determinándose el contenida en Cu(ll) 
de la disolución sobrenadante.periódicamente, hasta la obtención de 
un valor de concentración constante para tiempos sucesivos.
Se ha utilizado como agente complejante del Cu(ll) lá. sal di- 
eódica del ácido etilendiaminotetraacético (Na^YH^), por formar un
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complejo de estabilidad alta. Las condiciones de acidez del medio 
son las adecuadas, para que la concentración de ion metálico pre­
sente en solución sea la conveniente para su posterior medida cuan 
titativa, realizada por espectroscopia de Absorción Atómica.
Para ajustar el pH del medio se utiliza el tampón NH^Cl/NH^ 
(pH=8,850), la concentración de Na^YH^ es 1,769 10 M y la fuer­
za iónica del medio se calcula del siguiente modo:
Los equilibrios a tener en cuenta para la especie AEDT son :
H2Y2" ^  HY3” + H + pK = 6,16
HY3- Y4” + H+ pK = 10,22
LUe9Q | Y4'! = 2 (14)
1+--------- f---------
10-10’22 10-16’38
[ HY3-[ =   (16)
10-1°,22 
i 3 - ,
| H V 2'[ = i— — L—   (16)
xa"6 ’16
La concentración de la especie amonio vendrá dada por la expresión 
t x> 0,06923 r _ -v
K i  = — 1--------=I5- (17)
3,981 10 1 +  —  ------------
La fuerza iónica del medio se calcula a partir de la expresión:
¿L 3 2- “
I = 1/2 ( 2| Na+|+|d'|f| NH^I +16| Y 1 -i-9 1 HY “) -k4 Jh^Y ~ M  OH | ) (18)
Las experiencias se han realizado termostatando a 20±19C y 
con agitación constante. Se determina la concentración de Cu(ll) 
de la disolución por Absorción atómica ( tomando una alicuota de
- 95 -
la suspensión, centrifugando y pipeteando dos mi de la solución 
sobrenadante, que se diluyen convenientemente) cada cierto periodo 
de tiempo, 1-40 horas, hasta llegar a una concentración constante, 
lo que indica que se ha alcanzado el equilibrio en el sistema 
Cu(ll) - 2-sulfoetilbiguanida - AEDT.
Los patrones para absorción atómica se preparan partiendo de
la misma concentración de Na H Y, NH y NH Cl, y realizando las
2 2 3 4
mismas diluciones a las qpe se someten las muestras problemas. 
Resultados
La fuerza iónica del medio, calculada con los valores de las
expresiones (14), (15), (16), (17) y sustituidas en la (18), da
un valor de 0,133 M, para unas concentraciones iniciales de
Na H Y 0,0177 M, NH Cl 0,0127 M y NH_ 0,0565 M.
2 2 4 3
Los resultadas obtenidos se dan en las tablas 10 y 11 .
De las experiencias realizadas se deduce que el sistema alcanza el
equilibrio a las 43 horas y que la concentración de Cu(ll) que e-
-2
xiste en la solución es de 1,036 10 M.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y los siguientes 
equilibrios a considerar a pH 0,850 :
2- - 3-
Cu(SB) 2H 0 + Na H Y =i 2 HSB + CUY + CuHY+CuOHY 
‘ . 2 2^ . 2 2
2-  2+  4-
CuY ^  Cu + Y pK = 18,79 (l=0,l M KCl)
2— - 3—
CuY + OH ^  CuOHY pK = -2,40 (l=lM NaClO^)
2+- 3 _  _
Cu + HY ^  CuHY pK = 12,03 (l=l M NaClO^)
y teniendo presente el siguiente esquema :
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Cu(SB)„2H„0 AEDT libre •HSB Cu(ll) en solución
,:s • 0,0177 
0,0177-c 2c
se puede plantear el siguiente desarrollo: 
2t j 2-i i_ .______________3-
ICu H c u Y “H c u HY I+ICuOHY" = c
luego
lCu2+W
I ¿Mr 1 . h
1+ Y Í1----- —  *-------- +■
1 ‘L -13,3 -22,3





y teniendo presente que
0,0177 - c = |H Y| + |H Y~|+|h Y2> | h 3Y"| + Iy4"I
0,0177 - c 
-
1 +
io"10’2 I0“le’4 io"19’1 io”21’°
y siendo Igs equilibrios de la 2-sulfoetilbiguanida.los señalados 
en el apartado anterior, la concentración de ésta bendrá dada por 
la siguiente expresión :
IH8BI. TT-J----------------- 5---------  (20}
10 11,38 , 1 + h . h2
2+ 2 




Sustituyendo en (2l), (20) y ('19 ) para un valor de pH de 8,850 y
—2
y una concentración de Cu(ll) de 1,036 10 M, obtenemos un valer 
de pKs de 20,62 para una fuerza iónica de 0,133 M.
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A = 9,429 10 + 9,663 10 ppm
r = 0,9996









A = 9,429 10 -f 9,483 10 ppm
r = 0,9997








A = 1,424 10 2+ 1,006 10*”1ppm 
r = 0,9998
jfr Leí absorbancia es el valor medio de diez lecturas, realizadas 5 
antes de pasar la muestra y cinco después.
Tabla 10.- Curvas de calibrado para la determinación de Cu en el 
sistema Cu(II)-2-sulfoetilbiguanida-EDTA.
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1 1/25 0,115 1,09 '4,299 10”4
2 1/25 0,220 2,18 8,574 10~4
3 1/25 0,306 3,07 1,208 10~3
5 1/125 0,106 1,02 2,003 10”3
7 1/125 U, 152 1,50
-3
2,958 10
8 1/125 0,168 1,67 3,290 1C~3
18 1/125 0,387 3,98 7,833 10”3
24 1/125 0,426 4,39 8,642 10”3
42 1/250 0,280 2,64 1,040 10”2
43 1/250 0,279 2,63 1,036 10“2
48 1/250 0,279 2,63 1,036 10“2
S  Media de 5 lecturas
Tabla 11,- Determinación de Cu en el sistema 
Cu(ll]-2-sulfoetilbiguanida-EDTA.
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II.2.3.- VALORACIONES CONDUCTIMETRICAS DE BIGUAÑIPAS 
EN PRODUCTOS FARMACEUTICOS
II.2.3.1.- ENSAYOS PREVIOS
Cuando a una disolución de clorhexidina ó proguanil se la a- 
ñíade Cu(ll), en medio amoniacal ó alcalino tiene lugar la aparición 
dle un. precipitado rosa de aspecto coposo. En el caso de la chlorhe- 
xcidina el pH de precipitación no puede ser superior a 11,00, puesto 
qiue se forma un sólido blanco que corresponde a dicha biguanida en 
s>u forma de base libre. Los valores de la estequiometría de estos 
Cíomplejos son 1:1 y 1:2 (Cu:biguanida), respectivamente. En estas 
rmismas condiciones la metformina y moroxidina forman complejas so-
l.ubles también de color rosa, cuya estequiometría es 1:2. Ambos 
t:ipos de complejos se disocian en medio ácido ( 1 ).
Ge pretende utilizar dichas reacciones como medio de deter - 
miinación volumétrica de biguanidas, siguiendo la reacción por me- 
diidas conductimétricas. Con este objeto se realizan una serie de 
valoraciones previas de las citadas biguanidas, utilizando tres di 
ssoluciones cúpricas como agentes valorantes: nitrato, acetato y 
Ssulfato.
No se observa cambio de pendiente cuando se utiliza nitrato, 
dJebido quizá a la forma de preparación de éste, que se ha obtenido 
djisolviendo Cu(0) con HNO (c) y eliminando el exceso de ácido por 
ebullición de la solución durante 15 mn. Si se observan cambias de 
pnendiente para el caso del sulfato y acetato.
M/létodo general
Se realizan una serie de mediciones conductimétricas sobre 
lia reacción de Cu^IIJ y las biguanidas: clorhexidina, proguanil, 
mnetfcrmina y moroxidina, con el fin de establecer y proponer un 
mnétodo sencillo de valoración de éstas.
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Para ello se preparan distintas disoluciones de las biguani 
das que se valoran con disolución patrón de Cu(ll), eri diferentes 
condiciones ambientales. Se hacen variar factores tales como: pH, 
presencia de NH^, presencia de etanol, anión del Cu(ll) y concen­
tración, en orden a fijar la optimización de las mencionadas reac 
ciones.
Las disoluciones de las respectivas biguanidas se prepara - 
ron a partir del sólido cristalina secado sobre silicagel a tem­
peratura ambiente, y por pesada de la cantidad necesaria, que pos 
teriormente , se disuelve en agua destilada ( en caliente para el 
caso de la clorhexidinaJ. Una vez aforado convenientemente se pi­
petean alicuotas y se procede a realizar la valoración. Las biguá 
nidas se determinan generalmente con HC10 en medio acético glacial 
potenciométricamente, utilizando electrodo de vidrio y calomelanos 
en metanol saturado en KC1 (182).
Las disoluciones valorantes de Cu(ll) se preparan a partir 
de CuSO^ SH^O y CuAc^; y se valoran posteriormente con AEDT en 
medio amoniacal a pH 8,00, utizando como indicador murexida.
Los valores de conductividad se obtienen con un conductóme­
tro Crison 522, digital, cuya gama de escalas va desde 2G ps (re­
solución 0,01 ps) hasta 200 ms, provisto de una célula conductimé- 
trica Metrohm, modelo EA-608.
Simultámeamente con las mediciones conductimétricas, en la 
mayoría de experiencias se obtienen medidas potenciométricas del 
pH, en order a facilitar la discusión de los resultados conseguidos.
La evaluación de estos resultados se basa, por un lado en la 
conocida estequiometría de la reacción implicada y, por otro, ade­
más del método gráfico de representación de conductividades frente
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a los volúmenes de reactivo, se utiliza* el método matemático de 
LITEANU Y C0RM0S (183), basado en trazar la curva óptima, la más 
probable, con los puntas experimentales obtenidos. Por ello y uti 
lizando el método de mínimos cuadrados se calculan los coeficien­
tes (pendiente y ordenada en el origen) de las dos rectas. De es­
ta forma, el punto de equivalencia determinado representa el va­
lor más probable, refleja las condiciones de trabajo y puede ser 
considerado como una media aritmética.
Er ambos casos, método gráfico y matemático, los valores com 
putados no son los leídos directamente en el conductímetro, sino 
los obtenidos al realizar la corrección por dilución, multiplican 
do cada medida de conductividad por la relación volumen total a 
volumen inicial.
Resumiendo, los objetivos de este apartado consisten en po^ 
ner a punto un método sencillo de valoración de biguanidas en me­
dicamentos que se encuentran en el mercado farmacéutico español.
El esquema de trabajo seguido y que se expone a continua - 
ción consta de los siguientes puntas:
- Influencia del pH, presencia de NH
a) Utilizando CuSO como valorante 
1 4
b) Utilizando CuAc^ como valorante 
-Influencia de la concentración de etanol en el caso de la clorhe­
xidina y proguanil
a) Utilizando CuSO^ como valorante
b) Utilizando CuAc como valorante
J 2
- Influencias de las concentraciones de reactivos
«*
- Estudio de la exactitud y reproduci bilidad del método
- Estudio de interferencias
- Aplicaciones a preparados farmacéuticos.
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El estudio de los distintos parámetros experimentales se 
divide en dos grupos; cuando la reacción Cu(ll)-biguanida lleva 
a la formación de productos insolubles (clorhexidina y proguanil) 
y cuando el complejo formado es soluble (moroxidina y metformina).
II.2.3.2.- INFLUENCIA DEL MEDIO
Método
Las valoraciones conductimétricas se llevan a cabo del modo, 
habitual, en habitación termostatada a 25tl3C. Las lecturas de con 
ductividad se realizan 2 mn después de adicionado el ccrrespondien 
te volumen de disolución cúprica. El volumen inicial es de 60 mi, 
el amoníaco utilizado 0,2 M y el hidróxido sódico 0,01 M. No se 
estudian valares superiores de temperaturas en la valoración, pues 
to que la mayoría de los medios ensayados contienen amoníaco.
Resultados
a) COMPLEJOS SOLIDOS
Variación de pH y presencia de NH0
Las tablas 12 y 13 y las figuras 7 y 8 muestran la
influencia del pH y presencia de amoníaco en la valoración del
digluconato y clorhidrato de clorhexidina, cuando el valorante
utilizado es CuS0„.en medio amoniacal.
4
La reacción que tendrá lugar antes del punto de equivalencia
cuando en el medio existe NH„ será:
2+  3 -
BH^++ 2 NH3 Cu ,>NH3> SO^  ^ |CuB + 2 NH +
A medida que avanza la reacción, la concentración de ión amo 
nio va en aumento, debido a que la biguanida libera protones que 
consumen NH3 del medio de la valoración. Esto explica la disminuí 
ción del pH que se observa en los puntos correspondientes al pri-
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mer tramo de las valoraciones realizadas. Como resultado se obtie­
nen rectas con pendiente positiva.
Pasado el punto de equivalencia el pH aumenta ligeramente, 
debida a que no hay liberación de hidrogeniones al haber finali­
zado la reacción con Cu(ll). Las variaciones de pH que se observan 
en las valoraciones no son bruscas, ya que é.l medio está tampona-
do por las especies NH /NH*. Después del punto final el aumento
24*
de conductividad se deberá a la adición de la especie Cu(NH^)^, 
dando una recta de menor pendiente en este segunde tramo.
Al aumentar la concentración de amoníaca en el medio de va­
loración se observa una disminución de ambas pendientes (primer y 
segundo tramo de la valoración), y esto se deberá a la mayor con­
centración de electrolito de fondo, por lo que los cambios en la 
concentración de ión amonio se notaran menos.
Si en vez de añadir amoníaco en el medio de la valoración se 
añade NaOH (curvas IV y V de las figuras 7 y Q ), los resulta­
dos obtenidos son similares, ya que los valores y variación de pH 
son muy parecidos y el NH está presente en la disolución valorante.
O
También hay que señalar que el comportamiento es similar pa­
ra el caso del digluconato y clorhidrato; si cabe decir, que los 
cambios de pendiente son algo mayores para el caso del primero, 
hecho que puede ser explicado teniendo en cuenta que los iones glu 
conato, de menor densidad de carga que los iones cloruro proporcia 











\ J >1) PH C'(pS) PH r ( Ps ) PH : ' ( p s ) PH C'(pS) PH C'(pS)
0 00 6 19 89 10 61 230 11 00 252 9 07 80 9 68 106
0 40 10 00 135 10 55 249 11 06 270 10 26 122 9 92 141
0 80 10 16 164 10 50 262 11 03 290 10 50 150 10 14 173
1 20 10 21 191 10 47 208 10 98 309 10 54 176 10 22 202
1 60 10 24 217 10 44 314 10 92 331 10 58 200 10 26 232
2 00 10 24 242 10 43 343 10 82 353 10 60 225 10 24 259
2 40 10 24 267 10 41 370 10 85 376 10 61 251 10 31 267
2 80 10 24 294 10 40 400 10 83 395 10 62 277 10 32 318
3 20 10 24 318 10 39 425 10 01 413 10 65 302 10 32 348
3 60 10 24 345 10 39 446 10 80 428 10 61 330 10 33 379
4 00 10 23 372 10 40 466 10 78 445 10 63 358 10 35 407
a 40 10 23 399 10 40 484 10 77 460 10 65 378 10 30 429
4 80 10 23 424 10 41 504 10 77 476 10 66 398 10 40 450
5 20 10 24 444 10 41 523 10 76 492 10 69 410 10 42 470
5 60 10 25 463 10 42 542 10 75 509 10 70 437 10 44 490
6 00 10 26 4e2 10 42 562 10 75 525 10 70 457 10 46 512
6 40 10 27 500 10 43 502 10 74 545 10 70 477 10 47 532
6 80 10 28 520 10 41 602 10 73 562 10 70 498 10 48 553
7 20 10 29 539 10 42 621 10 72 580 10 73 521 10 49 573
7 60 10 30 560
0 00 10 31 500
0 40 10 32 599
Valorante CuSO en medio amoniacal (l:10) 1,00 10 M
4 -4 — t
Djgluconato de clorhexidina 5,080 10 M, exceptp I 7,350 10 M. I








Figura 7 .- Influencia del medio en las valoraciones de clorhexidina con 

























v(ml) PH C'lnS) pH C'(nS) pH C'(nS) PH C'(nS) pH C'(nS)
0,00 6,10 102 10,70 259 10,75 293 10,44 180 10,77 230
0,20 0,93 154 10,69 268 10,69 302 10,41 184 10,61 227
0,40 9,40 174 10,67 281 10,68 312 10,38 193 10,66 227
0,60 9,60 192 10,65 292 10,65 324 10,34 202 10,59 230
0,00 9,03 209 10,62 306 10,65 335 10,31 213 10,53 236
1,00 9,92 224 10,59 318 10,61 348 10,30 224 10,49 244
1,20 9,90 240 10,56 331 10,59 359 10,27 237 10,46 253
1,40 10,03 254 10,54 344 10,54 373 10,26 250 10,43 264
1,60 10,07 270 10,51 358 10,53 386 10,26 ■ 262 10,40 275
1,00 10,09 205 10,50 371 10,53 400 10,26 276 10,38 287
2,00 10,11 299 10,40 386 10,50 414 10,25 289 10,37 300
2,20 10,10 314 10,46 400 10,48 423 10,26 304 10,36 312
2,40 10,11 330 10,46 410 10,50 432 10,26 313 10,37 321
2,60 10,12 343 10,44 419 10,48 440 10,28 322 10,40 330
2,00 10,13 353 10,45 428 10,44 449 10,31 332 10,40 339
3,00 10,16 363 10,40 437 10,46 458 10,31 341 10,41 349
3,20 10,16 373 10,51 447 10,46 467 10,32 351 10,43 358
3,40 10,21 302 10,55 456 10,53 477 10,34 361 10,43 367
3,60 10,24 393 10,57 465 10*56 487 10,35 371 10,44 377
3,00 10,27 404 10,60 475 10,55 495 10,36 381 10,45 387
4,00 10,31 414 10,61 484 10,58 504 10,36 391 10,45 397
4,20 10,34 424 10,63 493 10*60 515 10,37 401 10,46 407
4,40 10,37 434 10,64 506 10,61 524 10,39 411 10,47 417
4,60 10,39 444 10,65 515 10,62 534 10,39 422 10,47 427
4,SO 10,40 455 10,66 526 10,62 544 10,39 432 10,47 436
—2Valorante CuSO^ en medio amoniacal (l^lO) 1,00 10 M 
Clorhidrato de chorhexidina 4",268 10_ M.
Tabla 13.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas




Las figuras 9 , 10 y 11 y las tablas 14 f 15 y 16
muestran la influencia de la concentración de NH ó NaOH en la cur
3 -
va de valoración cuando el valorante utilizado es CuSO^, tanto 
para el digluconato como para el clorhidrato de clorhexidina.
Si el medio lo constituye la disolución de biguanida única­
mente (pH 6,50; curvas I de las figuras 9 y 10 ) se obtienen
o
líneas rectas únicas, para ambas sales de clorhexidina, lo que in­
dica que no existe reacción entre éste y el Cu[Il), hecho que tam­
bién se pone de manifiesto visualmente puesto que no se observa 
la aparición de precipitado.
Si existe NH^ en el medio, a medida que aumenta la concentra 
ción de éste la pendiente del primer tramo de la valoración va au­
mentando, tomando siempre valares positivos. La reacción que tie­
ne lugar antes del punto de equivalencia es:
2 +■ 2-
2+ Cu . SO . +
H B 4- 2 NH ______ * 4 y ICuB 4 2 NHj
Luego a medida que aumenta el pH, la cantidad de NH es ma-
O
yor, con lo que dicha reacción tendrá lugar en mayor extensión.
El segundo tramo de la valoración también va aumentando su 
pendiente a medida que aumenta la concentración de NH en el me-
ü
2 +
dio, debido a la especie Cu(-NH ) y a que el pH para los puntos 
correspondientes a este segunda tramo va aumentando de una valo­
ración a otra y por consiguiente la concentración de oxidrilos 
en el medio.
En cuanto a lo que sucede al ajustar el medio con NaOH, hay
que decir, que la forma de la gráfica varía debida a la ausencia
de la especie NH^. Se observa un primer cambio de pendiente debi­
do a un cambio brusca de pH, puesto que el medio no está tampo - 
nado, y un segundo cambio debido a la reacción que nos ocupa. Las 
pendientes del primer tramo de la valoración son positivas, pró-
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ximas a cero cuando el pH inicial es de 10,00 aproximadamente, y 
negativas para pH superiores; la reacción que tendrá lugar antes
del punto de equivalencia sera:
2+  2-  
24- Cu , SO .
H B t  2 OH _________  d > 4CuB + 2 H20
El segundo tramo de la valoración presenta siempre valares 
de pendiente positivos debido a la adición de valorante, obtenien 
dose para valores de pH próximos a 10,00 gráficas en forma de V. 
Para el caso del clorhidrato el valor de la pendiente es superior 
al correspondiente al digluconato, debido a la conductividad de 
fondo proporcionada por el ión cloruro.
En las figuras 12 - y 13 , y en las tablas 17 y 18
se representan las curvas obtenidas en la valoración de proguanil 
con Cu(ll), obtenidas al variar el pH del medio y la cantidad de 
NH^ presente.
La discusión de los resultados obtenidos es similar a la 
realizada para la clorhexidina, sin embargo, para el proguanil 
el rancho de pH estudiado es más amplio, ya que no existe la limi­
tación impuesta por la aparición de la base libre como ocurría con 
la clorhexidina. Se observa que a medida que aumenta la concentra 
ción de oxidrilos en el medio, van disminuyendo las pendientes 
correspondientes al primer y segundo tramo de la valoración, de 
manera que para pH entre 11,00-11,40 se obtienen gráficas en for­
ma de L. Para pH superiores el ángulo entre las rectas va aumen­
tando, debido a la mayor concentración de oxidrilos en el medio, 
lo que se traduce en una conductividad de fondo más alta.
En la tabla 19 y la figura 14 se presentan valoraciones de 
clorhidrato de clorhexidina con acetato de Cu(ll). Al aumentar Ite 
concentración de NaOH en el medio, las pendientes de ambos tramos 
disminuyen. Los efectos en el primer tramo son mucho más acusados
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y  ésto es explicable teniendo presente que, al aumentar la concen 
fcración de oxidrilos en el medio va predominando la reacción de 
eliminación de éstos del medio, debido a los hidrogeniones donar-- 
d.os por la biguanida con la consiguiente formación de agua. Este 
erfecto es más notorio cuando se utiliza acetato, ya que este ión 
die mayor tamaño y menor carga que el sulfato aporta menor conduc­
tividad de fondo. Este hecho también justificaría la pequeña dis­
minución de la pendiente del segunda tramo de la valoración al 
aumentar la concentración de NaOH, si además se tiene en cuenta 
qiue la concentración del valorante acetato de Cu(ll) utilizado 
para la realización de las valoraciones de la figura 14 , es in­
ferior a la del sulfato de Cu(ll) utilizado en las valoraciones 
que se presentan el las figuras 7 , 8  , 9  , 1 0  y 11 .
Influencia de la concentración de etanol
En la figura 15 y en la tabla 20 se muestran la influen­
cia die la concentración de etanol en las curvas de valoración 
de clLorhexidina y proguanil utilizando como valorante acetato de 
cobre (il).
La presencia de etanol mejora la definición de la curva en 
las cercanías del punto final, al aumentar la cuantitividad de 
la reacción. Sin embargo, aumenta el ángulo entre las rectas co - 
rrespondientes al primer y segundo tramo de la valoración, retra- 
sandc a la vez el inicio de la reacción de precipitación, apartan­
















medio NH /NaOH 
8:1 3
v(ml) pH pH C'(fS) PH r ( r s ) pH S)
0, GO 6,43 60 9 91 114 10,45 164 10,80 212
0,20 6,00 66 9 89 121 10,-40 172 10,77 215
0,40 5,55 73 9 82 128 10,35 178 10,75 219
0,60 5,40 80 9 75 135 10,32 186 10,70 224
0,80 5,27 87 9 68 142 10,28 193 10,66 228
1,00 5,19 94 9 60 150 10,24 201 10,62 233
1,20 5,12 100 9 53 157 10,21 209 10,57 238
o’st 
1—1 5,07 108 9 40 165 10,18 217 10,55 244
1,60 5,02 115 9 12 172 10,15 225 10,50 250
1,80 4,99 121 8 78 179 10,11 233 10,45 256
2,00 4,95 129 8 61 187 10,09 241 10,42 262
2,20 4,92 136 8 42 193 10,05 250 10,38 269
2,40 4,89 143 8 25 200 10,02 258 10,34 277
2,60 4,86 149 7 91 2Ó6 10,00 266 10,30 285
2,80 4,83 156 7 64 212 9,97 275 10,26 294
3,00 4,82 163 7 45 217 9,93 284 10,22 303
3,20 4,79 170 7 30 219 9,91 293 10,18 313
3,40 4,77 176 7 06 221 9,87 301 10,15 324
3,60 4,74 182 6 95 223 9,85 310 10,11 335
3,80 4,71 188 6 86 225 9,82 320 10,07 344
4,00 4,68 194 6 74 226 9,80 329 10,05 352
4,20 4,65 201 6 68 228 9,76 339 10,03 361
4,40 4,63 207 6 64 231 9,72 350 10,00 370
4,60 4,60 213 6 60 233 9,70 361 9,98 379
4,80 4,58 219 6 55 235 9,67 370 9,95 389
5,00 4,56 226 6 50 237 9,65 379 9,90 397
-3
Valorante CuSO 9,875 10 M
4 -4
Digluconato de clorhexidina 4,41 1G M.
Tabla 14.- Influencia del medio en las valoraciones conduc 
timétricas de Digluconato de clorhexidina con CuSO^.







Figura 9.- Influencia del medie en las valoraciones conductimé­
tricas de Digluconato de Clorhexidina con CuSO^ (ver tabla 14).
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curva I curva II curva III curva IV
medio agua medio NH0 medio NH medio NH
v(ml) pH c T p s ) PH C'(p3) PH C'(pS) PH c ' ( r í
0,00 6,46 103 10,00 148 10,55 190 10,65 217
0,20 6,05 110 9,96 154 10,50 196 10,60 222
0,40 5,60 119 9,90 160 10,46 203 10,54 230
0,60 5,36 128 9,80 167 10,39 210 10,49 238
0,80 5,20 136 9,71 175 10,33 217 10,44 246
1,00 5,11 145 9,63 182 10,27 226 10,40 255
1,20 5,04 153 9,54 189 10,22 236 10,36 264
1,40 4,99 161 9,45 197 10,27 246 10,33 273
1,60 4,94 168 9,36 204 10,13 256 10,29 284
1,80 4,90 177 9,24 211 10,07 267 10,24 294
2,00 4,87 185
eni—1
CT) 219 10,04 279 10,20 306
2,20 4,84 192 9,02 227 10,00 291 10,17 318
2,40 4,80 200 8,91 234 9,97 299 10,14 326
2,60 4,76 207 8,76 241 9,95 307 10,13 332
2,80 4,72 215 8,61 248 9,93 315 10,11 340
3,00 4,69 223 8,50 255 9,90 323 10,08 348
3,20 4,65 230 8,35 262 9,88 332 10,06 355
3,40 4,62 237 8,21 267 9,86 342 10,05 363
3,60 4,59 244 8,08 272 9,84 350 10,03 372
3,80 4,56 252 7,95 279 9,82 359 10,02 381
4,00 4,53 259 7,85 284 9,80 368 10,00 389
4,20 4,51 267 7,77 291 9,78 377 9,99 398
4,40 4,49 274 7,70 296 9,76 386 9,97 407
4,60 4,47 281 7,64 303 9,75 395 9,96 416
4,80 4,45 288 7,60 307 9,73 404 9,94 425
5,00 4,43 295 7,56 314 9,71 414 9,93 433
-3
Valorante CuSO 9,875 10 M
4 -4
Clorhidrato de clorhexidina 4,124 10 M.
Tabla 15.- Influencia del medio en las valoraciones conduc­







Figura 10.- Influencia del medio en las valoraciones conduc­
timétricas de clorhidrato de clorhexidina con CuS0^( ver 
tabla 15).
curva I . curva II curva III curva IV curva V
v/(ml) pH C'(pS) pH C'(pS) pH C'(pS) PH C'(pS) pH C'(pS)
0,00 10,10 120 10,30 107 10,50 223 10,00 160 10,25 232
0,20 9,92 113 10,23 179 10,49 217 9,70 161 10,10 225
0,40 9,52 106 10,15 171 10,41 211 9,02 155 9,90 216
0,60 8,00 101 10,03 163 10,30- 204 0,12 154 9,70 200
0,00 0,06 100 9,01 155 10,16 197 7,70 152 9,40 200
1,00 7,70 99 9,58 140 10,02 191 7,52 151 8,93 194
1,20 7,50 97 9,15 140 9,00 102 7,39 150 8,39 189
1,40 7,35 98 8,57 136 9,52 177 7,25 140 8,01 106
1,60 7,24 99 8,18 134 9,11 170 7,15 149 7,90 102
1,00 7,13 101 7,90 132 0,65 166 7,04 150 7,73 170
2,00 7,02 104 7,66 129 0,31 162 7,00 153 7,60 176
2,20 6,92 109 7,37 127 0,05 159 6,94 159 7,46 173
2,40 6,05 112 7,19 129 7,00 157 6,86 163 7,30 172
2,60 6,77 110 7,03 129 . 7,65 156 6,84 170 7,21 177
2,00 6,60 123 6,90 132 7,52 155 6,77 176 7,15 103
3,00 6,62 128 6,70 135 7,44 157 6,72 183 7,09 190
3,20 6,54 134 6,67 138 7,33 159 6,60 189 7,06 196
3,40 6,51 140 6,50 143 7,25 161 6,62 197 7,03 203
3,60 6,41 146 6,51 140 7,16 164 6,58 204 7,00 210
3,80 6,36 152 6,44 153 7,10 160 6,54 211 6,98 217
4,00 6,31 159 6,36 150 7,03 171 6,49 218 6,97 225 .
4,20 6,20 164 6,30 164 6,96 176 6,46 224 6,95 231
4,40 6,15 170 6,25 169 6,90 100 6,42 232 6,90 239
4,60 6,09 177 6,20 175 6,83 104 6,34 239 6,90 246
4,80 6,03 183 6,15 101 6,77 109 6,33 247 6,90 253
5,00 6,02 109 6,10 106 6,72 193 6,29 253 6,88 261
-3 -4
Valorante CuSO^ 9,075 10 M; 1,11, III Digluconato de Clorhexidina 4,410 10 M
IV y V Clorhidrato de clorhexidina 4,426 10 ^ M. Medio : NaOH.
Tabla 16.- Influencia del medie en las valoraciones conductimétricas de








Figura 11.- Influencia del medie en las valoraciones conductimétricas




















v(ml) pH c'(rs) pH C'(pS) pH c'(rs) PH C'(pS) . PH C'(pS)
0,00 6,70 106 10,48 242 10,65 318 10,75 551 11,30 962
0,20 8,93 135 10,45 252 10,63 327 10,01 ■ 535 11,30 947
0,40 9,16 152 10,43 263 10,61 337 10,90 521 •11,35 931
0,60 9,26 168 10,40 276 10,59 347 10,91 506 11,37 917
0,B0 9,33 106 10,37 289 10,56 358 10,92 492 11,37 902
1,00 9,37 201 10,35 302 10,53 368 10,91 478 11,36 007
1,20 9,38 217 10,32 315 10,51 380 10,88 465 11,35 872
1,40 9,41 233 10,29 330 10,49 393 10,05 453 11,34 850
1,60 9,42 249 10,28 344 10,47 405 10,79 444 11,32 843
1,80 9,42 263 10,25 358 10,46 410 10,73 436 11,30 828
2,00 9,44 280 10,24 374 10,43 431 10,68 431 11,20 812
2,20 9,44 294 10,22 380 10,41 444 10,61 420 11,25 799
2,40 9,44 310 10,21 405 10,40 457 10,55 430 11,22 703
2,60 9,45 325 10,20 420 10,39 469 10,48 434 11,18 768
2,80 9,47 338 10,19 430 10,30 470 10,46 441 11,15 760
3,00 9,49 349 10,20 439 10,30 480 10,45 449 11,13 754
3,20 9,52 360 10,19 449 10,38 496 10,44 450 11,12 740
3,40 9,54 371 10,20 459 10,30 505 10,43 467 11,09 743
3,60 9,57 383 10,20 469 10,39 515 10,43 477 11,06 739
3,80 9,59 394 10,19 480 10,38 525 10,43 487 11,04 736
4,00 9,60 406 10,20 490 10,38 535 10,42 490 11,02 733
4,20 9,62 410 10,23 500 10,39 545 10,40 510 11,00 732
4,40 9,64 430 10,22 511 10,30 555 10,39 521 11,00 731
4,60 9,66 442 10,23 522 10,39 565 10,37 532 10,97 731
4,80 9,67 454 . 10,22 533 10,39 575 10,37 543 10,95 732
—2 *Valorante CuSO^ 1,00 10_ M en medio amoniacal (l:10). Concentración de 
Proguanil 0,284 10 M.
Tabla 17.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de 







Figura 12.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas
de clorhidrato de proguanil con CuSQ^ en medio amoniacal (ver tabla 17).
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v(ml) pH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS)
0 00 10 01 163 10 40 202 11 40 859 11 64 1267
0 20 9 92 171 10 33 291 11 40 842 11 63 1249
G 40 9 80 . 181 10 30 300 11 38 827 11 63 1233
0 60 9 71 193 10 26 311 11 36 811 11 60 1209
0 00 9 60 205 10 23 321 11 33 795 11 59 1193
1 00 9 51 218 10 19 333 11 31 778 11 58 1174
1 20 9 45 231 10 16 345 11 28 763 11 56 1157
1 40 9 37 245 10 12 358 11 27 747 11 55 1141
1 60 9 29 257 10 08 370 11 23 731 11 53 1125
1 80 9 22 268 10 05 382 11 21 716 11 52 1109
2 00 9 16 279 10 03 394 11 18 700 11 50 1092
2 20 9 11 288 10 01 402 11 15 689 • 11 48 1076
2 40 9 06 299 10 00 409 11 12 681 11 46 1066
2 60 9 01 308 9 98 416 11 11 674 11 45 1054
2 80 9 00 318 9 96 422 11 08 667 11 44 1043
3 00 8 93 328 9 96 429 11 07 660 11 42 1032
3 20 8 89 337 9 95 437 11 04 654 11 41 1021
3 40 8 83 347 9 94 445 11 00 649 11 39 1009
3 60 8 78 357 9 93 453 10 99 644 11 38 998
3 80 8 73 367 9 92 462 10 97 640 11 36 986
4 00 8 68 377 9 91 470 10 93 636 11 34 974
4 20 8 61 386 9 90 478 10 90 633 11 32 964
4 40 8 56 395 9 90 487 10 88 631 11 31 952
4 60 8 50 404 9 88 498 10 85 629 11 28 940
4 80 8 43 413 9 88 507 10 82 628 11 26 929
5 00 8 38 422 9 87 517 10 79 628 11 24 919
_2
Valorante CuSO^ 1,00 10 M. Concentración de
Proguanil 6,627 10”4 M.
Tabla 18.- Influencia del medio en las valoraciones conductimé-
tricas de clorhidrato de proguanil con CuSO .
4









v/ v0,50 1,00 1,50 2,01
eq,
Figura 13.- Influencia del medio en las valoraciones 
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V (mi) PH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS)
0 00 10 41 131 6 10 52 220 0 10 71 297
0 20 10 41 131 9 10 51 218 5 10 70 293
□ 40 10 40 132 4 10 51 217 0 10 69 290
0 60 10 39 132 9 10 51 215 5 10 69 287
0 80 10 39 133 3 10 50 214 0 10 68 284
1 00 10 38 133 9 10 50 212 0 10 68 281
1 20 10 38 134 3 10 49 210 0 10 67 279
1 40 10 38 135 0 10 49 208 5 10 66 276
1 60 10 37 135 5 10 48 207 0 10 65 273
1 80 10 37 136 1 10 48 206 0 10 64 271
2 00 10 36 136 9 10 47 205 0 10 64 269
2 20 10 36 137 3 10 47 204 0 10 64 267
2 40 10 35 138 2 10 46 203 5 10 63 265
2 60 10 35 139 0 10 45 203 0 10 62 264
2 80 10 34 139 6 10 45 202 5 10 61 263
3 00 10 34 140 2 10 45 202 0 10 61 262
3 20 10 33 141 4 10 44 201 0 10 60 261
3 40 10 33 141 8 10 44 201 0 10 60 260
3 60 10 31 143 0 10 43 201 0 10 59 259
3 80 10 30 143 4 10 43 201 0 10 58 258
4 00 10 29 144 3 10 42 201 0 10 57 257
4 20 10 28 145 1 10 42 201 0 10 56 256
4 40 10 28 145 8 10 41 201 0 10 55 255
4 60 10 28 146 6 10 40 201 0 10 53 254
4 80 10 26 147 4 10 40 201 0 10 52 254
—3
V,alorante Cu (Acetato) 1,335 1Q M
Concentración del Clorhidrato de clorhexidina 5,869 10~*5M.
Tabla 19.- Influencia del medio en las valoraciones 














fFigura 14.- Influencia del medio en las valoraciones conduc 
timétricas de clorhidrato de clorhexidina con Cu(Acetato 


















v(ml) PH C'(pS) C'(pS) C'(pS) pH C'(pS) C'(pS) C'(pS)
0,00 10,52 220,0 111,1 98,2 10,71 297 230 253
0,20 10,51 218,5 109,8 97,0 10,70 293 227 . 248
0,40 10,51 217,0 108,6 96,0 10,69 290 225 244
0,60 10,50 215,5 107,2 94,6 10,68 207 220 234
0,80 10,50 214,0 106,5 93,7 10,68 284 219 227
1,00 10,50 212,0 105,6 92,0 10,68 201 217 224
1,20 10,49 210,0 104,8 91,8 10,67 279 214 221
1,40 10,49 208,5 104,2 91,0 10,66 276 212 218
1,60 10,48 207,0 103,5 89,9 10,65 273 210 215
1,80 10,48 206,0 103,0 B8,2 10,64 271 207 212
OoC\J 10,47 205,0 102,5 88,9 10,64 269 205 209
2,20 10,47 204,0 102,3 88,3 10,64 267 203 207
2,40 10,46 203,5 102,2 07,6 10,63 265 201 206
2,60 10,46 203,0 102,2 87,0 10,63 264 198 205
2,80 10,45 202,5 102,3 06,3 10,62 263 197 203
3,00 10,45 202,0 102,4 85,0 10,61 262 196 202
3,20 10,44 201,0 102,5 85,2 10,60 261 195 201
3,40 10,44 201,0 102,6 84,7 ‘ 10,60 260 193 -
3,60 10,43 201,0 102,5 B4,2 10,59 259 192 200
3,80 10,43 201,0 102,6 .83,9 10,58 258 191 -
4,00 10,42 201,0 102,8 83,4 10,57 257 190 199
4,20 10,42 201,0 103,1 02,8 10,56 256 189 -
4,40 10,41 201,0 103,3 02,4 10,55 255 180 198 ■
4,60 10,40 2U1,0 103,6 82,8 10,53 254 107 -
4,80 10,40 201,0 104,3 Bl,2 10,52 254 186 196 1
-3 -3
Valorante Cu(Acetato) 1,335 10 M excepto VI, 2,80 10 M. Concentración
-5 -4
de clorhidrato de clorhexidina 5,869 10 M excepto VI, proguanil 2,28 10 M.
Tabla 20.- Influencia de la concentración de etanol en las valoracio­












Figura 15.- Influencia de la concentración de etanol en las 
valoraciones conductimétricas de clorhexidina y proguanil con 
Cu[Acetato)^ ( ver tabla 20).
tn).- COMPLEJOS SOLUBLES
V/ariación del pH y presencia de amoníaco
En las tablas 21 , 22a y 22b y en las figuras 16 y l 7  
sie presentan valoraciones de metformin y moroxidina en las que, 
e;l valorante utilizado es sulfato de cobre (il) en medio amoniacal.
Si la base utilizada para.ajustar el pH del medio es el amoní 
aico, las pendientes del primer y segundo tramo de la valoración son 
rrnuy semejantes, no siendo adecuadas para la determinación del pun- 
tio final.
Si se utiliza hidróxido sódico aún cuando el amoníaco está 
pzresente pues se adiciona desde el valorante, para pHs alrededor 
de 11.25 se obtienen gráficas en forma de V. Si el pH es superior 
a 11,50 la forma de las gráficas es de L.
Las pendientes del primer tramo de la valoración son nega -
tivas debido a la siguiente reacción que tiene lugar:
2+ 2-
+ - Cu , SO , NH 2+
2 BH+ + OH ’ 4 ’ 3. CuB + 2 H 0
 * 2 2
La pendiente del segundo tramo pasa de valores positivos a negati­
vos a medida que aumenta la concentración de hidróxido sódico en
el medio, debido a un desplazamiento del predominio de las especies
hidroxiladas de Cu(ll) sobre las aminadas.
Se observa que a medida que aumenta el pH del medio la cuan- 
titividad de la reacción es mayor y el ángulo entre las dos rectas 
implicadas también aumenta.
De la observación de las mencionadas figuras se deduce que 
el comportamiento de la metformina y moroxidina es similar al va-
- 126 -
riar el pH y la presencia de amoníaco.
La discusión anterior es aplicable también, cuando el valo­
rante utilizado es sulfato de cobre (il) en la determinación de 
metformina y moroxidina (tablas 23 , 24 y figuras 18 y
19 )-
En la tabla 25 y figura 20 se representan valoraciones 
de metformina utilizando Cu(Acetato)^ como valorante. El comporta­
miento presentada al variar el pH del medio es similar al expuesto 
anteriormente, sin embargo, se observa un retrasa en la aparición 
del complejo, hecho que se pone de manifiesto ya que los puntos 
iniciales de la valoración se alejan de la recta que constituye 
el primer tramo; ésto puede ser debido a la influencia que ejer­
cen los complejos Cu(ll)-Acetato sobre el Cu(ll)-biguanida, sien­
do este hecho más importante en este caso que en el caso de los 
precipitadas que se obtienen con clorhexidina y proguanil, ya que 
los complejos sólidos son más estables que los solubles y en el 
caso del precipitada el Cu(ll) pasa a formar parte de otra fase 
distinta.
curva I











v(ml) PH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS) PH c '(d s )
0,00 5,70 101 10,08 173 11,38 800 11,65 1320 11,81 1804
0,20 10,06 151 10,19 196 11,36 775 11,62 1290 11,78 1776
0,40 10,22 175 10,27 216 11,34 753 11,60 1264 11,77 1748
0,60 10,30 196 10,32 234 11,32 734 11,59 1239 11,76 1720
0,80 10,35 215 10,35 251 11,29 715 11,57 1213 11,76 1695
1,00 10,39 233 10,38 267 11,26 700 11,55 1190 11,74 , 1668
1,20 10,42 250 10,40 284 11,24 587 11,54 1169 11,73 1642
1,40 10,44 266 10,42 298 11,22 676 11,52 1150 11,70 1612
1,60 10,45 282 10,45 314 11,19 668 11,50 1132 11,69 1578
1,80 10,48 297 10,47 329 11,17 661 11,49 1117 11,68 1556
2,00 10,49 313 10,48 343 11,15 656 11,47 1102 11,67 1538
2,20 10,50 327 10,50 358 11,12 654 11,46 1090 11, 66 1523
2,40 10,52 342 10,51 372 11,11 652 11,45 1078 11,65 1508
2,60 10,53 356 10,52 386 11,09 652 11,43 1068 11,64 1493
2,80 10,54 371 10,53 400 11,07 654 11,41 1058 11,63 1482
3,00 10,55 385 10,54 413 11,06 656 11,40 1050 11,62 1470
3,20 10,56 398 10,55 428 11,04 660 11,38 1043 11,61 1459
3,40 10,57 412 10,56 441 11,03 664 11,37 1036 11,60 1448
3,60 10,58 427 10,57 455 11,02 670 11,36 1031 11,59 1439
3,80 10,59 440 10,58 468 11,01 676 11,35 1027 11,58 1430
4, DO 10,60 454 10,59 482 11,00 683 11,33 1023 11,57 1422
4,20 10,61 467 10,59 495 10,98 689 11,32 1020 11,56 1415
4,40 10,61 480 10,60 508 10,98 696 11,31 1018 11,55 1407
4,60 10,61 494 10,61 522 10,97 705 11,30 1017 11,54 1401
4,80 10,61 506 10,61 535 10,98 713 11,28 1015 11,54 1395
5,00 10,62 519 10,62 548 10,95 723 11,27 1015 11,53 1390
Valorante CuSO^ 9,88 10 M en medio amoniacal (l:10). Concentración de metformin 6,91 10"~*\l.
Tabla 21.- Influencia del medio en las valoraciones conductimétricas de clorh. de metformina









0.47 095 2-62 v /v ^1.43 1.91
Figura 16.- Influencia del medie en las valoraciones
conductimétricas de clorhidrato de metforrnin con












V >1L) PH C'(rs) PH C'(rs) PH C'(rs) pH C'(pS)
0 OQ 6 50 99 10 20 169 10 44 239 10 43 192
0 2CD 9 55 132 10 16 181 10 42 249 10 34 187
0 40 Q 72 152 10 14 194 10 39 261 10 28 191
0 60 9 81 170 10 12 208 10 36 272 10 24 199
0 80 9 85 187 10 12 221 10 34 283 10 20 210
1 00 9 88 203 10 11 235 10 33 296 10 18 222
1 20 9 91 218 10 11 248 10 31 307 10 17 236
1 40 9 93 233 10 11 262 10 30 320 10 15 249
1 60 9 94 249 10 11 276 10 30 331 10 15 263
1 80 9 96 263 10 11 288 10 29 344 10 15 276
2 00 9 98 277 10 11 302 10 28 356 10 15 289
2 20 10 00 291 10 12 314 10 28 368 10 15 302
2 40 10 01 305 10 12 328 10 29 379 10 15 315
2 60 10 01 319 10 12 341 10 29 391 10 16 328
2 80 10 02 333 10 13 354 10 29 403 10 16 341
3 00 10 03 345 10 13 366 10 28 416 10 17 354
3 20 10 05 359 10 14 379 10 29 427 10 17 367
3 4 0 10 05 372 10 •14 392 10 28 439 10 17 379
3 60 10 06 384 10 15 404 10 28 450 10 17 392
3 8 0 10 07 397 10 15 416 10 29 463 10 18 406
4 001 10 08 409 10 15 429 10 28 474 10 18 418
-3
Valorante CuSO 9,Q75 10 M en medio amoniacal (l:10J
-4
Concentración de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.
Taibla 22a.- Influencia del medio en las valoraciones conduc-












v(ml) PH C'(pS) PH C'(ynS) PH C'(/nS) PH c'(rs)
0,00 11,25 788 11,57 1268 11,72 1734 11,74 1772
0,20 11,26 763 11,57 1243 11,71 1709 11,74 1746
0,40 11,26 741 11,58 1218 11,72 1681 11,74 1720
0,60 11,25 718 11,56 1192 11,72 1655 11,74 1692
0,80 11,22 696 11,55 1167 11,71 1628 11,74 1665
1,00 11,19 677 11,53 1142 11,70 1601 11,74 1637
1,20 11,16 660 11,51 1118 11,69 1575 11,72 1612
1,40 11,14 645 11,49 1096 11,68 1548 11,71 1586
1,60 11,11 635 11,47 1074 11,67 1524 11,70 1561
1,80 11,09 627 11,45 1057 11,65 1503 11,69 1540
2,00 11,07 623 11,43 1042 11,64 1484 11,67 1521
2,20 11,06 621 11,42 1030 11,63 1468 11,66 1505
2,40 11,03 621 11,40 1021 11,62 1455 11,65 1491
2,60 11,02 622 11,39 1013 11,61 1443 11,64 1478
2,80 11,01 625 11,38 1006 11,59 1433 11,63 1468
3,00 10,99 629 11,36 1001 11,59 1423 11,62 1458
3,20 10,98 634 11,35 997 11,58 1414 11,61 1448
3,40 10,97 640 11,34 993 11,57 1405 11,60 1440
3,60 10,96 646 11,33 990 11,56 1398 , 11,58 1433
3,80 10,96 653 11 ,*32 987 11,55 1391 11,57 1425
4,00 10,95 661 11,30 985 11,54 1385 11,57 1417
-3
Valorante CuSO^ 9,875 10 M en medio amoniacal (1:10}
Concentración de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.
Tabla 22b.- Influencia del medio en las valoraciones conducti-













1,98 v/v ’ eq0,49 0,99 1,48
Figura 17.- Influencia del medio en las valoraciones conduc- 
timétricas de clorhidrato de moroxidina con CuSO en medio 
amoniacal (ver figuras 22a y 22b).
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v(ml) pH C'(ps) pH c'Cps) PH c'Crs)
0,00 5,68 115 11,55 961 . 11,76 1442
0,20 5,43 127 11,50 931 11,74 1410
0,40 5,35 137 11,47 900 11,73 1376
0,60 5,29 147 11,45, 870 11,70 1347
0,80 5,24 157 11,42 840 11,68 1316
1,00 5,21 167 11,40 811 11,67 1287
1,20 5,18 177 11,34 780 11,64 1259
1,40 5,15 187 11,30 748 ' 11,62 1231
1,60 5,13 196 11,28 725 11,60 1205
1 „80 5,12 206 11,24 715 11,58 1180
2,00 5,10 215 11,21 697 11,56 1157
2,20 5,08 225 11,17 680 11,54 1134
2,40 5,06 234 11,13 663 11,52 1113
2,60 5,05 243 11,10 649 11,50 1093
2,80 5,04 252 11,08 635 11,48 1074
3,00 5,03 261 11,03 622 11,46 1056
3,20 5,02 270 11,00 611 11,43 1037
3,40 5,01 279 10,96 601 11,41 1022
3,60 5,00 287 10,91 594 11,39 1005
3,80 4,99 297 10,87 588 11,37 990
4,00 4,98 305 10,83 582 11,35 976
4,20 4,97 313 10,80 578 11,32 964
4,40 4,96 322 10,76 573 11,30 952
4,60 4,95 331 10,71 569 11,28 942
4,80 4,95 340 10,68 567 11,26 933
5,00 4,94 348 10,63 563 11,24 923
-3
Valorante CuSO^ 9,875 10 M. Concentración de
-4
clorh. de metformin 6,91 10 M.
Tabla 23.- Influencia del medio en las valoraciones con-











Figura 18.- Influencia del medio en las valoraciones
conductimétricas del clorhidrato de metformin' con










v[ml J PH c'(ps) PH C'(pS) PH C'(pS)
0,00 6,04 95 11,48 972 11,65 1406
0,20 5,64 105 11,47 942 11,65 1377
0,40 5,52 115 11,45 913 11,63 1349
0,60 5,51 126 11,40 882 11,60 1319
0,80 5,49 135 11,38 852 11,60 1292ooi—i 5, ¿19 146 11,34 824 11,58 1264
1,20 5,47 155 11,31 794 11,56 1234
1,40 5,44 165 11,30 765 11,54 1208
1,60 5,42 174 11,26 740 11,51 1181
1,80 5,39 183 11,24 718 11,50 1157
2,00 5,37 192- 11,18 700 11,46 1138
2,20 5,36 202 11,17 682 11,46 1120
2,40 5,33 211 11,14 667 11,44 1105
2,60 5,31 220 11,12 653 11,43 1090
2,80 5,30 229 11,07 639 11,41 1076
3,00 5,27 237 11,03 626 11,39 1062
3,20 5,25 247 11,01 615 11,38 1049
3,40 5,25 255 10,97 603 11,35 1037
3,60 5,23 264 10,93 594 11,34 1026
3,80 5,21 273 10,86 585 11,32 1016
4,00 5,21 281 10,82 578 11,30 1006
-3
Valorante GuSO^ 9,875 10 M. Concentración
-4
de clorh. de moroxidina 6,667 10 M.
Tabla 24.- Influencia del medio en las valoraciones conduc-










Figura 19.- Influencia del medio en las valoracio­
nes conductimétricas del clorhidrato de moroxidina









v(ml) PH C'(pS) PH C'(pS) PH C'(pS)
0,00 10,95 285 11,28 418 11,12 352
0,20 10,85 266 11,22 396 11,01 343
0,40 10,75 250 11,14 376 10,94 332
0,50 10,70 244 - - - -
0,60 10,63 237 11,07 '356 10,85 325
0,70 10,66 231 - - - -
0,80 10,52 226 11,00 339 10,80 320
0,90 10,45 221 - - - -
1,00 10,40 217 10,92 325 10,71 317
1,20 10,30 211 10,85 312 10,66 316
1,40 10,19 207 10,76 301 10,61 315
1,60 10,06 203 10,68 293 10,56 316
1,80 9,88 200 10,62 287 10,53 318
2,00 9,66 198 10,56 283 10,49 320
2,20 9,28 197 10,49 279 10,44 325
2,40 8,65 200 10,42 276 10,41 329
2,60 8,09 205 10,34 272 10,37 333
2,80 7,61 211 10,24 270 10,34 337
3,00 7,34 215 10,13 267 10,29 343
3,20 7,19 221 9,98 264 - -
3,40 7,09 226 9,80 262 - -
3,60 7,02 232 9,53 260 - -
-2
Valorante Cu^cetato)^ 1,335 10 M. Concentra­
ción del clorh. de metformin 8,06 10 . M.
Tabla 25.- Influencia del medio en las valoraciones con- 





1.66a  55 1.11 V/Veq
Figura 20.- Influencia del medio en las valoraciones 
conductimétricas del clorhidrato de metformin' con 
Cu (Acetato)(ver tabla 25).
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. II.2.3.3.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE REACTIVOS
De los resultados expuestos en el apartado anterior se eligen 
como medios más adecuados para la valoración los siguientes:
a).- Complejos sólidos
En primer lugar, se llevan a cabo valoraciones para concentra
_5
ciones bajas de clorhexidina, del orden de 10 M, en los medios que 
en principia parecen óptimos (curva II de la figura 9 ; curvas IV
y V  de la figura 15 ), con el objeto de utilizar aquellas condición 
nes que permitan que la determinación sea lo más sensible pasible.
Las condiciones que se utilizan para la realización de la cur­
va II- de la figura 9 no permiten la determinación de cantidades 
de biguanida del orden citado, sí permitiéndolo las utilizadas para 
la obtención de las curvas IV y V de la figura 15
A la vista de esto se concluye que el medio óptima resulta ser 
el proporcionado por 3 mi de NH^OH 0,2 M, 9 mi de NaOH 0,01 M dilui­
do a 60 mi con etanol al 15°/o.
El criterio general seguido para la elección del medio más ade 
cuado se ha basado en un compromiso entre "angula entre rectas" y 
"cuantitividad de la reacción".
El valorante elegido es el Cu(Acetato)^ por proporcionar menor 
conductividad de fondo.
b).- Complejos solubles
De la observación de las gráficas correspondientes a las valo 
raciones de metfcrmina y moroxidina con Cu(ll), se elige como medio 
óptima utilizando el criterio señalado anteriormente, un pH entre
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11,00 — 11,50, que se consigue con NaOH y NH^ en relación 1:15.
El amoníaco se adiciona para tamponiar el pH del medio, de ese mo­
do el incremento de pH a lo largo dle la valoración no es signifi­
cativo.
La sal de Cu(ll) utilizada coimo valorante es el CuSO^ acuoso, 
ya que el acetato retrasa la formacíión de los complejos correspon­
dientes.
Una vez seleccionado el medio) se procede a variar las concen­
traciones relativas de analito y vailorante. El rango de clorhidra-
-5 -4
to de clorhexidina estudiado va da .3,010 10 M a 4,255 10 M y
-3
el de Cu(Acetato)^ utilizado como v/alorante va de 1,335 10 M a 
1,335 10”2 M.
-4
El intervalo de metformin esst:udiado va de 1,697 10 a 1,697
-3 . -3




Los resultados obtenidas se d¿an en la tabla 26 y en la fi­
gura 21 ■ Se observa, que a mediodl que aumenta la concentración de 
clorhidrato de clorhexidina en el rmiedio, el primer tramo de la valo­
ración cambia de valores negativos^ de pendiente a positivos pasando 
por cero; este hecho es explicable teniendo en cuenta que la concern 
tración de valorante utilizada es csada vez mayor, por lo que la con 
dúctividad de fondc irá aumentando ¡progresivamente. Este mismo efec 
to explica que la pendiente del sogjundo tramo de la valoración su­
fra las mismas modificaciones.
También se observa que a medii-da que aumenta la cantidad de
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biguanida presente en el seno de la valoración, el comienzo de la 
reacción se va retrasando, ya que los primeros puntos se van apartan 
do de la recta que define el primer tramo de la determinación, esto 
será debido a la influencia que ejercen los complejas Cu(ll)-aceta- 
to, ya que este efecto es más acusado a medida que aumenta la con­
centración de valorante. A este hecho también puede contribuir un 
cambio inicial en la concentración de hidrogeniones, ya que la solu­
ción valorante es ligeramente ácida. y los propios complejas aminados.
b).- Complejos solubles
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 27 y figura 22.
Se observa que a medida que disminuye la concentración desde 1,697
-3 -4
10 M a 1,697 10 M em metformina, el ángulo entre el primer y se
gumdo tramo de la valoración va aumentando, pasando de tener la cur
-3
va forma V para una concentración de 1,697 10 M a no distinguirse
-4
dos cambias de pendiente para 1,697 10 M en metformina. Mientras 
que la pendiente del primer tramo de la valoración va disminuyendo 
en términos de va!j.or absoluto, tomando siempre valores negativos, 
la correspondiente al segundo tramo pasa de valores positivos a 
negativos, hecho que es explicable teniendo en cuenta que la mola- 
riidad del valorante CuSO^ va disminuyendo a medida que bajamos la 
concentración.
Las concentraciones de metformin que quedan dentro del inter 
valo señalado originan gráficas en forma de L más o menos abierta.
A mediad que aumenta la concentración del valorante y por tanto la 
cantidad de biguanida presente, se observa un mayor distanciamiento 
de los puntos iniciales de la valoración, respecto de la recta que 
marca el primer tramo, fenómeno que es imputable al hecho de que 
el pH varía en mayor proporción.
curva I curva II curva III curva IV curva V curva VI
v(nr.l) C'(rs) v(ml) C'(pS) v(ml) C'ípS) v(ml) C'(pS) v(ml) c'(ps) v(ml) C'(pS)
0,00 200 0,00 226 0,00 203 0,00 212 0,00 193 0,00 200
0,10 205 0,20 223 0,40 107 0,40 205 0,40 168 0,40 171
0,20 203 0,40 220 0,00 177 0,00 201 0,60 161 0,60 165
0,30 201 0,60 215 1,00 172 1,20 196 0,70 158 0,80 162
0,40 199 0,00 212 1,20 167 1,60 192 •0,80 158 1,00 163
0,50 197 1,00 209 1,40 164 2,00 188 0,90 158 1,20 164
0,60 195 1,20 206 1,60 161 2,40 103 1,00 158 1,40 167
0,70 192 1,40 204 1,80 159 2,00 179 1,10 158 1,60 169
0,00 190 1,60 201 2,00 156 3,20 175 1,20 158 1,00 173
0,90 180 1,00 199 2,20 153 3,60 170 1,30 160 2,00 177
1,00 106 2,00 196 2,40 152 4,00 166 1,40 162 2,20 181
1,10 184 2,20 194 2,60 149 4,40 162 1,50 163 2,40 186
1,20 183 2,40 192 2,00 147 1,60 164 2,60 191
1,30 101 2,60 190 3,00 147 1,80 160 2,80 196
1,40 179 2,00 108 3,20 147 2,00 171 3,00 202
1,50 177 3,00 186 3,40 147 2,20 175 3,20 206
1,60 176 3,20 185 3,60 147 2,40 180 3,40 212
1,70 175 3,40 183 3,00 147 2,60 106 3,60 210
1,00 173 3,60 182 4,00 147 2,00 190 3,00 224
1,90 172 3,00 100 4,20 147 3,00 195 4,00 229
2,00 171 4,00 179 4,40 147
2,10 169 4,20 178
2,20 160 4,40 177
2,30 167 4,60 176
0=207,6-21,6ml 0=222,C1-13,3ml 0=103,;5-13,7ml 0=150,0 C¿149, 7*tl2, 5ml
r=0, 999 r=0, 999 r=0, 999 r=l r=0,999
0=196,2-12,7ml 0=202,4-5,8ml 0=147,0 0=121,'y>-24,4ml 0=120,4-^27, lml
r=0 990 . r-q. 997 r=l .. -r=fO,999 r=0.999
-3 ,-3 -2Solución valorante Cu(Acetato)2 1,335 10 ' M en I y II; 3,375 10 M III y IV y 1,335 10 
M V y VI. Cbncgntración de clorhidrato de^clorhexidina (M): I, 3,010 10""S ; II, 5,762 10~5 ; 
III, 1,504’10 ; IV, blanco; V, 3,404 10~ y VI, 4,255 10~ . Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M,
3 mi,de 0,2 M NH^ diluido a 60 mi con etanol al 15%.
Tabla 26.- Influencia de la concentración de reactivos en las valoraciones 








Figura 21.- Influencia de la concentración de reac­
tivos en las valoraciones conductimétricas de clor- 




curva I curva II curva III -curva IV curva V
v(ml) pH 3'(pS) V[mi] PH i'(rs) v(ml ] pH c'(ps) v(ml) pH S'(pS) v(ml’ pH i'(ps)
0,00 11 66 671 0 00 11 56 582 0,00 11,52 676 0,00 11 61 767 0,00 11,49 800
0,10 11 66 669 0 10 11 55 576 OjlO 11,49 670 0,20 11 60 750 0,05 11,35 764
0,20 11 65 667 0 20 11 53 571 0,20 11,46 664 0,40 11 57 738 0,10 11,26 736
0,30 11 62 664 0 30 11 51 565 0,30 11,45 658 0,60 11 54 724 0,15 11,20 702
0,40 11 61 661 0 40 11 52 559 0,40 11,44 651 0,80 11 50 708 0,20 11,15 685
0,50 11 60 657 0 50 11 51 555 0,50 11,42 645 1,00 11 49 696 0,25 11,10 668
0,60 11 58 654 0 60 11 4e 551 0,60 11,41 638 1,20 11 47 686 0,30 11,05 653
0,70 11 57 651 0 70 11 47 548 0,70 11,39 633 1,40 11 45 676 0,35 11,00 643
0,80 11 55 647 0 80 11 45 544 0,80 11,37 627 1,60 11 43 664 0,40 10,95 639
0,90 11 54 643 0 90 11 44 540 0,90 11,36 622 1,80 11 40 655 0,45 10,90 636
1,00 11 53 640 1 00 11 43 537 1,00 11,35 617 2,00 11 37 646 0,50 10,87 634
1,10 11 52 635 1 l’O 11 43 534 1,10 11,34 612 2,20 11 35 636 0,55 10,84 636
1,20 11 51 630 1 20 11 42 531 1,20 11,32 608 2,40 11 33 632 0,60 10,80 640
1,30 11 51 627 1 30 11 41 528 1,30 11,31 603 2,60 11 30 625 0,65 10,76 646
1,40 11 51 624 1 40 11 40 526 1,40 11,30 600 2,80 11 29 623 0,70 10,73 654
1,50 11 50 621 1 50 11 38 524 1,50 11,29 596 3,00 11 26 616 0,75 10,70 666
1,60 11 49 619 1 60 11 37 522 1,60 11,28 592 3,20 11 25 614 OfBO 10,67 679
1,70 11 47 616 1 70 11 36 520 1,70 11,27 590 3,40 11 22 611 0,85 10,65 690
1,80 11 45 613 1 80 11 36 518 1,80 11,26 588 3,60 11 20 608 0,90 10,62 702
1,90 11 44 610 1 90 11 35 517 1,90 11,25 585 3,80 11 19 607 0,95 10,60 716
2,00 11 43 607 2 00 11 34 515 2,00 11,23 583 4,00 11 17 605 1,00 10,59 724
2,10 11 42 604 2 10 11 33 514 2,10 11,22 58 L 4,20 ii 15 603 1,05 10,58 734
2,20 11 40 602 0 20 11 32 513 2,20 11,21 578 4,4d 11 13 602 1,10 10,58 745
2 30 11 31 512 2,30 11,19 575 4,60 11 11 601
2 40 11 30 511 2,40 11,18 574 4,80 11 10 599
2 50 11 29 510
2 60 11 28 509
2 70 11 27 508
C =572 ,5--35, Oml C=675 , 6-60 lml C=748 ,4--51 ,8ml C=745 , 0-300:, Oml
r=0,997 r=0,999 r=0,999 r=0,997
C =535,0--10, Oml C=629 ,0-23,Oml 0=640 ,9--8,8ml C=481 ,0+246,Oml
r=0,998 r=0,999 r=0,997 r=0,9992
—3 * —3 —2
Valorante CuSO^ 4,938 10 M I y II;Jj,938 10 M III y IV y 9,938 10 M V. Concentra­
ción de metforoiin (M): I, 1,697 10 ; II, 2,546 10~ ; III, 4,243 10~ ; IV, 8,485 10_4 
y V, 1,697 10 M. Medio: NaOH-NH (l:15).
Tabla 27.- Influencia de la concentración de reactivos en las valoraciones









Figura 22.- Influencia de la concentración de
reactivos en las valoraciones conductimétricas




De los resultados expuestas en el apartado anterior se deduce
que el procedimiento de valoración es aplicable, en principio, a
todo el intervalo estudiado para el clorhidrato de clorhexidina.
En cuanto al metformin, hay que decir, que no es aplicable el método
-4
para disoluciones 1,697 1G M si el valorante utilizado es CuSO
-3 4
4,938 10 M.
EXACTITUD, REPRODUCIBILIDAD E INTERVALO DE APLICACION 
Método
Se estudia la exactitud, reproducibilicíad e intervalo de apli­
cación de la determinación volumétrica de bigíuanidas con Cu(ll),uti­
lizando indicador conductimétrico de punta final. Para ello se rea­
lizan series de cinco experiencias para las concentraciones que coi-
-5 -4-
rresponden al intervalo 3,018 10 -4,255 10 M en clorhidrato de
-4 -3
clorhexidina y 2,546 10 -1,697 10 M en metf crimina, en las condi­
ciones óptimas descritas en el apartado anterior.
Con el fin de obtener la exactitud del ¡método los resultados 
se comparan con los obtenidos al utilizar el ¡método standard (valo­
ración en medio acético glacial con HCIO^ seguida potenciométrica- 
mente, Electrodo de referencia: calomelanos rtelleno con metanol 
saturado en KOI y electrodo indicador de vidr’io) .
La reproducibilidad se da en función de: la. desviación standard
relativa s (°/o), la desviación standard media :s/ÍTi y de la varianza 
2 r
s . Los valores discordantes se rechazan o no¡ si quedan fuera del 
intervalo de confianza xtst.
El número de cifras significativas dada;s para la Molaridad y
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el volumen, son las que están en consonancia con el error de que 
vienen afectadas debido a las restricciones impuestas por el mate­
rial utilizado.
Utilizando las tablas de Fischer se determinan los intervalos 
de confianza dentro de los cuales se encontrarían representadas to­
das las medidas con un 95c/o y un 98°/o de probabilidad, así como los 
intervalos x ts/fn xt, para el cual el va^or medio (verdadero) 
tiene un 95°/o y un 98°/o de probabilidad de hallarse dentro de él, y
el error de este valor media í M i a o /  ) (s/fí.) t .
Resultados
a).- Complejos sólidos
Los resultadas correspondientes a las valoraciones de disolucio
-5 -4 -4
nes de clorhidrato de clorhexidina 3,018 10 , 5,869 10 , 3,404 10 ,
-4
y 4,255 10 M se dan en las tablas 28, :29, 30 , 31 , 32
La aplicación del método standard da como resultado un 99,3°/c 
de riqueza (s = 0,30 °/o) para el clorhidrato de clorhexidina.
En la tabla 33 se presenta un resumen de la exactitud del méto­
do para cada una de las disoluciones de clorhidrato de clorhexidina 
valoradas,
Las tablas 34 y 35 muestran para cada una de las concentraciones
de biguanida ensayadas, los parámetros que representan la reproducibi
lidad, así como la magnitud de los intervalos citados en el apartado
de método. En la tabla 36 se evalúa si el método es o mo correcto
y si presenta errores sistemáticos.
A la vista de los resultados obtenidas se deduce que el método
-5
es aplicable en el intervalo de concentraciones que va de 5,762 10 
-4
a 3,404 10 M ya que los errores evaluados están dentro del orden 
de error imputable al material utilizado.
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Leí reproducibilidad del método es buena, como lo demuestran 
los valores de "s" obtenidos para el intervalo de concentraciones 
estudiado
b).- Complejos solubles
Los resultados correspondientes a las valoraciones de diso-
-4 -4 -4
luciones de metformina 2,546 10 , 4,243 10 , 8,485 10 y 1,697
10 ^ M se dan en las tablas 37 } 38 f 39 f 40
La aplicación para la determinación de la pureza de la metformi­
na, del método standard, da como resultado un 99,80 % (s = 0,39 °/o).
La exactitud del método para cada una de las disoluciones de 
metformina valoradas se presenta en la tabla 41
Los parámetros que representan la reproducibilidad, así como 
la magnitud de los intervalos mencionados anteriormente en el apartado 
de método se dan en las tablas 42 y 43 para cada una de las con­
centraciones de biguanida ensayadas.
En la tabla 44 se evalúa si el método es ó no correcto y si 
presenta ó no errores sistemáticos.
A la vista de los resultados obtenidos, el método es aplicable
-4 -3
en el intervalo de concentraciones que ca de 2,546 10 a 1,697 10 
M en metformina, ya que los errores evaluados están dentro del orden 
de error imputable al material utilizado. El método resulta correcto 
y no presenta errores sistemáticos. La reproducibilidad del método es 
buena tal cbmo lo demuestran los valores de la desviación standard 
obtenidos para el intervalo de concentraciones estudiado.
El método propuesto presenta un compromiso entre exactitud y 
sensibilidad más favorable que el método standard con indicador 
visual de punto final (violeta cristal), hecho que se pone de mani­
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fiesta observando los resultados obtenidos' al aplicar ambos métodos 
en los intervalos de concentración que a continuación se dan:
Método standard
Intervalo ensayado.- 15,37 mg (°/o s^ = 0,57, °/o = 2,2) a 3,84 mg
de metformina (°/o s = 0,5, D/o = 6,8).
Método propuesto
Intervalo ensayado.- 16,86 mg (°/o s^ = 1,66, °/o = 2.0) a 2,53 mg
de metformin [D/c s = 1,26, °/o E =1,2).
r r
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Valoración V _ 
val
E
a Er W )
M E 1 0 5
a ErW )
1 1,28 -0,07 5,2 2,848 10-5 -0,17 5,6
2 1,29 -0,06 4,4 2,870 10-5 -0,15 4,9
3 1,30 -0,05 3,7 2,893 10-5 -0,13 4,3
4 1,29 -0,06 4,4 2,870 10-5 -0,15 4,9
5 1,32 -0,03 2,2 2,937 10-Ü -0,08 2,7
X 1,30 3,7 2,884 10-5 4,4
Concentración de clorhidrato de clorhexidina 3,018 10 w M 
Valorante Cu[Acetato)^ 1,335 10 ^ M. Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M, 
3 mi de NH^ 0,2 M diluido a 60 mi con etanol al 15%.
Tabla 28.- Exactitud de la determinación conductimétrica de
--------  -5




M E 105 
a E (%) r
1 2,56 -0,03 1,16 5,696 10-5 -0,07 1,21
2 2,61 4-0,02 0,77 5,807 io"5 +0,05 0,87
3 2,56 -0,03 1,16 5,696 io~5 -0,07 1,21
4 2,57 -0,02 0,77 5,718 10~5 -0,04 0,70
5 2,60 +0,01 0,39 5,785 io"5 +0,02 0,35
X 2,58 0,40 5,740 10-5 0,40
-5Concentración de Clorhidrato de clorhexidina 5,762 10 M. 
Valorante Cu(Acetato)^ 1,335 10 ^ M. Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M, 
3 mi de NH 0,2 M diluido a 60 mi con etanol al 15%.
ü
Tabla 29.- Exactitud de la determinación conductimétrica de
--------  —5




a Er (M M
4
Ee 10 Er ( «
1 2,69 0,02 0,75
-4
1,513 10 .0,010 0,7
2 2,67 0,00 0,00 1,502 10"4 0,002 0,1
3 2,64 -0,03 1,12 1,485 10“4 0,020 1,3
4 2,65 -0,02 0,75 1,491 10”4 0,013 0,9
5 2,65 -0,02 0,75 1,491 ;o”4 0,013 0,9
X 2,66 0,40 1,496 10“4 0,5
Concentración de clorhidrato de clorhexidina 1,504 10 M. 
Valorante CufAcetato)^ 3,375 10 ^ M. Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M, 
3 mi de NH 0,2 M diluido a 60 mi con etanol al 15%.
ü
Tabla 30.- Exactitud de la determinación conductimétrica de
--------- -4
clorhexidina 1,50 10 M.
Valoración V _ 
val
E







1 1,51 -0,02 1,3 3,360 ID"4 -0,04 1,2
2 1,49 -0,04 2,6 3,315 ID"4 -0,09 2,6
3 1,50 -0,03 1,9 3,338 io~4 -0,07 2,0
4 1,51 -0,02 1,3 3,360 io-4 -0,04 1,2
5 1,54 40,01 0,7 3,427 10 ' 0,02 0,6
X 1,51 1,3 3,360 io”4 1,2
Concentración de clorhidrato de clorhexidina 3,404 10 M.
_2
Valorante Cu(Acetato)^ 1,335 10 M. Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M, 
3 mi de NH 0,2 M duluído a 60 mi con etanol al 15%.
O
Tabla 31.- Exactitud de la determinación conductimétrica de
---------------------  -4












1 2,00 0,09 4,7 4,450 io“4 0,20 4,7
2 1,95 0,04 2,1 4,339 io~4 0,08 1,9
3 1,96 0,05 2,6 4,361 10-4 0,11 2,6
4 1,97 0,06 3,1 4,383 10-4 0,13 3,1
5 1,95 0,04 2,1 4,339 io"4 0,08 1,9
X 1,97 3,1 4,374 io”4 2,8
Concentración de clorhidrato de clorhexidina 4,255 10 M.
_2
Valorante Cu(Acetata)^ 1,335 10 M. Medio: 9 mi de NaOH 0,01 M, 
3 mi de NH^ 0,2M diluido a 60 mi con etanol al 15°/o.
Tabla 32.- Exactitud de la determinación conductimétrica de---------------------  _4




eq Er W) ^añadida Mhallada Er W)
1,335 10-3 1,35 1,30 3,7 3,018 10”5 2,884 10~5 4,4:
1,335 10"3 2,59 2,58 0,4 5,762 10”5 5,740 10~5 0,4
3,375 10”3 2,67 2,66 0,4 1,504 10”4 1,496 10“4 0,5
1,335 10”2 1,53 1,51 1,3
-4
3,404 10 3,360 10”4 1.2
1,335 10"2 1,91 1,97 3,0 4,255 10-4 4,374 10”4 2,8
Tabla 33.- Exactitud del método
P_. 0 05 P = 1,02
M
'■ 2 s sji*) s/Vn Mtst Mtst/Vñ E(%) M+st M+st/V n E(%)
2,884 10-5
-13
1,144 10 1,17 1,51 10-7 (2,0810,09)10~5 12,88+0,04)10“5 1,35 (2,910,1) 10-5 (2,8B+0,05)10~5 1,77
5,740 10-5 2,720 10-13 0,91 2,33 10"7 (5,710,1) 10-5 (5,74+0,06)10"5 1,04 (5,7+0,2) ID"5 (5,74+0,08)l0~5 1,37
1,496 10“4 1,238 10“12 0,74
-7
4,98 10 (1,50+0,03)10-4 (1,50+0,0l)l0-4 0,86 (1,5010,04)10-4 (1,50+0,02)io-4 1,12
3,360 10-4 1,750 10-11 1,24 1,87 10"6 (3,410,1) 10"4 (3,36+0,05)10~4 1,43 (3,410,1) 10-4 (3,3610,05)10-4 1,87
-4
4,374 10 2,190 10-11 1,05 2,06 10-6 (4,4+0,l) 10-4 (4,37+0,05)lO”4 1,21 (4,410,2) 10"4 (4,37+0,07)l0“4 1,60
Tabla 34.- Reproducibilidad de los resultados respecto a la Molaridad del Clorhidrato 
de Clorhexidina.
P = n.05 P = 0f02
V
2










































1,3010,05 1,3010,02 1,76 
2,58+0,08 2,58+0,04 1,37 
2,66+0,07.2,66+0,03 1,13 
1,51+0,06 1,51+0,03 1,86 
1,97+0,07 1,97+0,03 1,58














1,335 lo"3 1,35 1,30 3,297 7,375 . 2,776 No correcto si
-3
1,335 10 2,59 2,50 0,426 0,952 2,776 correcto no
3,375 10*”3 2,67 2,66 0,500 1,119 2,776 correcto ' no
1,335 10-2 1,53 1,51 1,069 2, 3B9 2,776 correcto no
1,335 icf2 1,91 1,97 2,893 6,472 2,776 No correcto si





Valoración V , val
E
a Er C« M
4
E 10
a ■ Er ( «
1 1,55 0,00 0,0 2,551 io“4 0,005 0,02
2 1,52 -0,03 1,9 2,502 10-4 -0,04 1,6
3 1,50 -0,05 3,2 2,469 io“4 -0,07 2,7
4 1,54 -0,01 0,7 2,535 io"4 -0,01 0,4
5 1,53 -0,02 1,3 2,518 io"4 -0,03 1.2
X 1,53 1,3 2,515 io”4 1,2
Concentración de clorh. de metformin 2.,546 10 M. Val. CuSG
-3 4
4,938 1G M. Medio: NH -NaOH (l5:l), pH aproximadamente 11,50
ü
Tabla 37.- Exactitud de la determinación conductimétrica--------- _4
de metformin 2,55 10 M.




a E C Wr
1 1,28 0,00 0,0 4,240 io~4 0,003 0,07
2 1,28 0,0C 0,0 4,240 io”4 0,003 0,07
3 1,26 -0,02 1,6
’sJ-
Oi—1 io~4 0,07 1,6
4 1,25 -0,03 2,3 4,141 io"4 0,1 2,3
5 1,26 -0,02 1,6 4,174 io-4 0,07 1,6
X 1,27 0,8 4,194 io“4 1,1
-4
Concentración de clorh. de metfcrmin- 4,243 10 M. Val. CuSO
-3 4
9,938 10 M. Medio: NH -NaOH (l5:l), pH aproximadamente 11,50
vJ
Tabla 38.- Exactitud de la determinación conductimétrica--------  _4
de metformin- 4,24 10 M.
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Valoración V _ 
val
E
a Er W) M Ea Er M
1 2,53 -0,03 1,2 8,381. io_4 -0,1 1,2
2 2,50 -0,06 2,3 8,280 io~4 -0,2 2,4
3 2,55 -0,01 0,4 8,447 O
1 ■F*
-0,04 0,5
4 2,54 -0,02 0,8 8,414 io~4 -0,07 0,8
5 2,55 -0,01 0,4 8,447 10-4 -0,04 0,5
X 2,54 0,8 8,394
1oi—i 1,1
-4
Concentración de clorh. de metformin 8,485 10 M. Val. CuSO
_3 ^
9,938 10 M. Medio: NH -NaOH (l5:l), pH aproximadamente 11,50.
ü
Tabla 39.- Exactitud de la determinación conductimétrica de--------------------   -4
metformin 8,49 10 M.
Valorante v ival
E
a E W )r
M ' E
■' a
1 0,49 0,02 3,2 1,623 io~3 -0,07 3,5
2 0,50 0,01 1,9 1,656 io~3 -0,04 2,3
3 0,50 0,01 1,9 1,656 10~3 -0,04 2,3
4 0,51 0,00 0,0 1,689 io~3 -0,01 0,5
5 0,51 0,00 0,0 1,689 10-3 -0,01 0,5
X 0,50 1,9 1,663 io"3 2,0
Concentración de clorh. de metformin 1,697 10 M. Val. CuSO
-2 4
9,938 10 M. Medio NH -NaOH (l5:l), pH aproximadamente 11,50.
ü
Tabla 40.- Exactitud en la determinación conductimétrica de








hallada . E (%)r
4,930 10-3 1,55 1,53 1,3 2,546 10"4 2,515 10-4 1,2
9,930 10"3 *1,20 1,27 0,0 4,243 10"4 4,194 10"4 1,1 .
9,930 10-3 2,56 2,54 0,0 0,405 1Q~4 0,394 10-4 1,1
9,930 10“2 0,51 0,50 1,9 1,697 10"3 1,663 10"3 2,0
Tabla 41.- Exactitud del método.
P = 0.05 P = 0.02
M 2s Sv.(« s/{n Mist Mast/fñ E(W Mist M*st/\íñ E(tf)
2,515 10"4
--
9,90 10 1,26 1,412 10_ (2,52ÍO,O0)lO~4 (2,52Í0,04)10"4 1,56 (2,5ÍO,l)lO_4 (2,5210,05)10~4 2,00
4,194 10-4 1,96 lo'11 1,06 1,90 10"6 (4,2+0,1) 10"4 (4,19í0,06)l0_4 1,31 (4,210,2)10~4 (4,19i0t07)l0_4 1,77
0,394 10~4 4,00 10'11 0,02 3,10 10-6 (0,4ÍO,2) 10~4 (0,39iO,O0)lO_4 1,02 (0,410,3)10-4 (0,410,1) 10-4 1,30
1,663 10-3
-10
7,62 10 '1,66 1,23 10-5 (1,6610,00)10“4 (1,66Í0,03)1Q-4 2,00 (l,7+0,1)l0~4 (1,66Í0,Q5)l0_4 2,60
Tabla 42.- Reproducibilidad de los resultados respecto a lá molaridad ‘de metformina










0,6 10 (1,5340,05) (1,53+0,02) 1,56 (1,53+0,07) (1,5310,03) 2,00
1,27
-4





9,3 10 (2,54+0,06) (2,54+0,03) 1,01 (2,54+0,08) (2,54+0,04) 1,37
0,50 7,0 10~5 1,67
-3
3,7 10 (0,5010,02) (0,5010,01) 2,00 (0,50+0,03) (0,50+0,01) 2,80











4,930 10"3 1,55 1,53 1,040 2,325 2,776 correcto no
9,938 10"3 1,28 1,27 0,745 1,667 2,776 correcto no
9,930 10"3 2,56 2,54 0,964 2,157 2,776 correcto no
9,930 10"2 0,51 0,50 1,196 2,674 2,776 correcto ■ no





II.2.3.5.- INFLUENCIA DE ESPECIES EXTRAÑAS
Método
Se procede a la valoración de clorhidrato de clorhexidina y met­
formina en presencia de sustancias extrañas, y que normalmente se encuen 
tran junto al analito en los productos farmacéuticos (acido ascorbico, 
benzocaina, acido acetisalicilico y sacarosa) y elige un "techo" de 1GG 
veces la concentración de analito, ó en su defecto, un error en la deterr 
minación de biguanida del 3°/o.
Las soluciones de ácido ascorbico y acetilsalicílico se neutrali­
zan con NaOH antes de su utilización. La benzocaina se prepara en solu­
ción etanólica.
Se utiliza una concentración de clorhidrato de clorhexidina de
—4 —3
1,50 10 M, como valorante Cu(Ac)^ 3,59 10 M y el medio se hace óp­
timo [S mi. de NaOH 0,01 M, 3 mi de NH 0,02 M diluido a 60 mi con
ü
etanol al 15%) .
-4
Las soluciones de metformin utilizadas son 8,49 10 M, como va-
-3
lorante se utiliza CuSO^ 9,94 10 M y el medio se ajusta a pH aproxi­
madamente 11,50 con NaOH : NH (l:15)„
ü
Se realizan tres replicas para cada valoración.
Resultados y discusión
a) Complejos sólidos
Los resultadas obtenidos se dan en la tabla 45 
/
El acido ascorbico no interfiere aun en un exceso de 100 veces 
sobre ¡el clorhidrato de clorhexidina, mientras que la sacarosa no mo­
lesta (cuando esta presente en un exceso de 50 veces.
La benzocaina y el acido acetilsalicílico no interfieren cuando 
su conicentracion es 10 veces superior a la de la biguanida.
Las gráficas obtenidas son iguales a las obtenidas para la clor—
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hexidina, pero desplazadas a valores de conductividad superiores para 
el caso del ácido ascorbico y el acido acetilsalicílico, mientras que 
la sacarosa y benzocaina modifican la forma de lacurva, disminiyendo 
en pequeño grado el ángulo entre las dos rectas correspondientes a los 
dos tramas de la valoración, diferencia que no es significativa.
b) Complejos solubles:
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 45
A diferencia de lo que ocurre para el caso anterior, el ácido 
ascorbico no molesta cuando su concentración es 10 veces menor que la 
correspondiente a la biguanida. Esto es explicable teniendo en cuenta 
el efecto que el Cu(ll) genera sobre las disoluciones de acido ascór- 
bico en medio básico, acelerando su descomposición; en el caso de la 
formación de complejos solidos, el Cu(ll) pasa a formar parte de otra 
fase, no permaneciendo en la solución, con lo que el efecto señalado 
se anula, mientras1 que en el caso de la formación de complejos solu­
bles al quedar el Cu(ll) en la solución, ambas reacciones compiten 
influyendo en la determinación de metformin.
La sacarosa no interfiere cuando su concentración es 100 veces 
superior a la biguanida, la determinación admite 15 veces de exceso de 
acido acetilsalicílico. La benzocaina no interfiere; en las condiciones 
de trabajo solo puede existir disuelta en una concentración doble a la 
correspondiente al metformin, si la cantidad es superior precipita.
Las gráficas obtenidas son iguales a las que se obtienen cuando 
el metformin es la única especie que existe en solución, excepto para 
el caso del ácido ascórbico que en vez de tomar la curva forma de L, 
lo hace de V, al aumentar la pendiente del segundo tramo de la valora­
ción, por dar un balance más positivo los iones que dan lugar a la 
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Tabla 4 5 . — Estudio de interferencias para el clorhidrato de chlorhexidina.





































Tabla 46 . —  Estudio de interferencias para la metformin'
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• II.2.3.6.- PREPARADOS FARMACEUTICOS
Se procede a la determinación del contenido en biguanidas en
diversos medicamentos, la bondad del valor obtenido se deduce por
comparación con los valores declarados, así como los obtenidos uti
lizando la valoración con HC10 en medio acético glacial.
4
Los preparados farmacéuticos utilizados y su tratamiento se 
expone a continuación:
HIBITANE SOLUCION CONCENTRADA AL 5 °/o (Digluconato de clorhexidina). 
Método propuesto:
Se toman 4 mi de solución de Hibitane al 5°/o diluida 10 veces 
con agua destilada, se añaden 3 mi de NH 0.2 M, 9 mi de NaOH 0.01
J
M y se lleva a 60 mi haciéndose el medio-115% étanólico; la disolu-
_2
ción resultante se valora con Cu(Acetato)^ 1,35 10 M.
Para la aplicación del método standard se propone el siguien­
te tratamiento previo de la muestra:
Se toma 1 mi de Hibitane 5 % , se lleva a unos 20 mi con agua desti 
lada, el medio se hace 1 M en NaOH con lo que precipita la clorhe­
xidina en su forma de base libre. Se separa el sólido blanco forma 
do por filtración en placa porosa del número 5 y se seca a 110QC 
durante dos horas. A continuación se disuelve el precipitada can
ácido acético glacial y se procede a su valoración con HCIO^ 9,21 
-2
10 M, utilizando indicador potenciométrico de punto final.
PR0GUANIL
Método propuesto:
Se toman 4,5 mi de una solución que contiene 0.8822g/l de pro 
guanil, se añaden 3 mi de NH 0.2 M, 9 mi de NaOH 0,01 M y se lleva
O
a 60 mi, haciéndose el medio 15 °/o étanólico procediendose a su valo­
ración con Cu(Acetato)^ 2.80 10“3
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Método standard:
Se toman 5 mi de una solución de proguanil en acética glacial
que contiene 4.72 g/l, se añaden 5 mi de HgCl^ 5 °/o y se procede a
-2
su valoración con HCIO^ 9.21 10 M utilizando indicador potencio- 
métrico de punto final.
CCULDINA (Moroxidina)
Método propuesto:
Alrededor de 3,5 g de muestra pulverizada y homogeneizada en
mortero de vidrio se pesan con una precisión de 0,0001 g y se di -
suelven en 250 mi de agua destilada. Para eliminar el ácido ascórbi
co se toman 50 mi de disolución y se añaden 5 mi de H 0 3°/o, se man-
2 2
tiene en ebullición 15 min, se enfría y se lleva el volumen a 100
mil. Se toman 20 mi de la muestra así tratada, se añade NaOH 0.06 M
y NH 2 M en proporción 1:15 (pH 11.00-11.50) y se lleva el volumen
-3
a 60 mi, valorándose con CuSO 9.94 10 M.
’ 4
El método standard conduce a resultados erróneas.
0LUC0PHAGE tabletas (Metformin )
MIétodo propuesto:
Alrededor de 0,9 g de muestra pulverizada y homogeneizada en 
miortero de vidria se pesan con una precisión de 0.0001 g y se di - 
suelven en 500 mi de agua destilada. Se toman 5 mi de la solución,
se añade NaOH 0,06 M y NH 2 M en relación 1:15 (pH 11.00-11.50) y
, -3se lleva el volumen a 60 mi valorándose con CuSO 9.94 10 M.
4
MIétodo standard:
Se pesan alrededor de 0.05 g del medicamento pulverizado y 
Nomogeneizado en mortero de vidria, con una precisión de 0.0001 g;
se disuelven en ácido acético glacial, se'añaden 5 mi de HgCl^ y se
-2
valoran con HCIO^ 9.44 10 M utilizando indicador potenciometrico
de punto final.
Para cada determinación se realizan 3 valoraciones.
Se aplica el método de Vrestal et al. a las curvas de valo - 
ración obtenidas con el objeto de determinar el intervalo de confian
El mencionado método se basa en las siguientes consideraciones 
Los límites de confianza para un nivel de seguridad determinado, se 
presentan como dos ramas de curva a ambos lados de la recta ajusta­
da, de forma que la mínima distancia entre ellas corresponde a x.=
i
x. Vrestal propone un método simplificado, supone dos rectas defini- 
torias de la zona de confianza, asintóticas a las ramas de las cur­
vas y que se cortan en el punto (x,y). El intervalo de confianza del 
punto final queda determinado por la intersección de estas dos rec­
tas de confianza. La expresión resultante es:
za en la determinación del punto final,( 184).
IC = 2
K ( b i " b 2 ) +■ K x ( a l - a 2 )













t . t los valores de la abscisa de la distribución de Student pa- 
1 2
ra ^  = n -2 tomados con un nivel de significación
i
n^, n2 ‘- número de puntos tomadas para ajustar la recta anterior
(n ) y posterior (n2) al punto final, 
media aritmética i 
nen en el ajuste.
x . x de las abscisas de los puntos que intervie- 
1 2
Resultados
Los resultados obtenidos en la aplicación del método standard 
y el propuesto a los distintos medicamentos se dan en la tabla 47 
Se observa una gran similitud entre las determinaciones por ambos 
métodos.
La cuantitividad de la precipitación de la clorhexidina en su 
forma de base libre se comprueba realizando el mismo tratamiento a 
una solución de clorhexidina (digluconato } al 20 % donada por ICI 
Farma (boletin de control ICI Farma 19,8 °/o; precipitación propues­
ta 19.3°/o). También se ha determinado el digluconato de clorhexidir^i 
que contiene el Hibitane,según el método propuesto por la Farmacopea 
Británica para la solución al 20 °/o , conduciendo a un resultada 
del 4.5 °/o igual al obtenido por el procedimiento conductimétrico 
propuesta.
Las gráficas correspondientes a las distintas valoraciones 
se dan en las figuras 23 , 24 , 25 , 26 .
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La aplicación del método de Vrestal- da un intervalo de con­
fianza para la determinación de digluconato de clorhexidina en
Hibitane al 5 °/o solución concentrada, de G,14 mi de Cu(Acetato)
-2
1,35 10 M para un volumen final de 1,48 mi y un nivel de probabi 
lidad del 95 °/o. Para la determinación de proguanil resulta ser de 
0.10 mi de Cu(Acetato)^ 2,80 10 ^ M para un volumen final de 2,40 
mi y el mismo nivel de probabilidad.
El intervalo de confianza para la determinación de moroxidina
-3
en tabletas de couldina resulta ser de 0,10 mi de CuS0„ 9.94 10 M
’ 4
para un volumen final de 0,96 mi y un nivel de probabilidad del
95°/o . Para la determinación de metformin en tabletas de Glucophage
-3
resulta éer de 0,11 mi de CuSO^ 9,94 10 M para un volumen final 
de 2.5 mi y el mismo nivel de probabilidad.
A la vista de la tabla, figuras mencionadas y de los resulta­
dos obtenidos en la aplicación del método de Vrestal se puede decir 
que la determinación de las mencionadas biguanidas en los citados 
medicamentos es exacta y segura. El método es general y la deter­
minación resulta rápida, invirtiéndose de 20 a 30 minutos en su 
realización. La utilización del método standard requiere más tiempo 
ya que aunque no se tenga que tratar la muestra previamente a la de 
terminación, caso en el que el tiempo invertido es muy superior, 
el material a utilizar ha de estar exento de agua .




HIBITANE 5 % 5°/o 4,6 Í 4.5 °/o
PROGUANIL - 99,8 y, 98.8 °/o
COULDINA 100 mg - 99.1 mg
GLUCOPHAGE 850 mg 826 mg 823 mg




Figura 23.- Determinación conductimétrica de clorhexidina 













Figura 25.- Determinación ccnductimétrica de metformina 





Figura 26.- Determinación ccnductimétrica de morcxidina 
en tabletas de Cculdina.
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II.2.4.- CONCLUSIONES
Se determinan las constantes de acidez de la 2-sulfoetilbigua- 
nida. La aplicación del método de los promedios a las lecturas 
de absorbancia a 232 nm de disoluciones a diferentes pH de bi- 
guanida, da un valor para el pKa2 de 3,2-0,2. A partir del 
método potenciométrico se calculan pKa3, pKa2 y pKal, siendo 
los valores obtenidas de 0,85, 2,97 (método de Speakman) y 
11,30 (método analítico), respectivamente.
El pK de la agrupación Cu(ll) - 2-sulfoetilbiguanida de es- 
ps
tequiometría 1:2 (medidas espectrofotométricas y conductimétri 
cas) calculada a partir del método de solubilidad resulta ser 
20,62.
Se aprovecha la reacción entre el Cu(ll) y las biguanidas para 
proponer un método volumétrico de estas últimas, utilizando 
indicador conductimétrico de punto final. Las biguanidas estu­
diadas son: clorhexidina, proguanil, metformin y moroxidina; 
formando las dos Drimeras complejos sólidas y las últimas 
solubles.
Se estudia la influencia del medio (pH, presencia de NH y con
ü
centración de etanol para el caso de los precipitados); también 
se ensayan como valorante distintas sales de Cu(ll). Los medios 
más adecuados para la valoración son:
A).- Complejas sólidos.- 3 mi de NH^OH 0,2 M, 9 mi de NaOH 0,01 
M diluido a 6C mi con etanol al 15 °/o.
B).- Complejos solubles.- pH entre 11,00 - 11,50 que se consi­
gue con NaOH - NH en relación 1:15.
ü
Las sales de'Cu(ll) elegidas como valorantes son el Cu(Acetato)^
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[jara el caso de la clorhexidina y proguanil y el CuSO^ para el 
metformin y la moroxidina.
- Se estudia la influencia de la concentración de reactivos en
la forma de las curvas obtenidas para el clorhidrato de clor-
, -5
hexidina [rango de concentración estudiado 3,02 10 - 4,26
10 ^ M) y el clorhidrato de metformin [l,70 10 ^ - 1,70 10 ^M).
El método es aplicable en el intervalo de concentraciones de
-5 -4
clorhexidina que va de 5,76 10 - 3,40 10 M con un error
relativo que oscila entre 0,4 y 1,3 °/o, la dsr varía de 0,9 a
1,2 °/o. Para el caso del clorhidrato de metformin el rango de
-4 -3
aplicación es 2,55 10 - 1,70 10 , oscilando el error rela­
tiva entre 1,1 y 2,0 °/o y la dsr entre 0,8 y 1,7 °/o.
- El ácido ascórbico no interfiere en la determinación en un ex­
ceso de 100 veces sobre la concentración de clorhexidina [com­
plejas sólidos), mientras que la sacarosa de 50. La benzocaíraa 
y el ácido acetilsalicílico no molestan cuando su concentra­
ción es 10 veces superior.
- El ácido ascórbico no interfiere en la determinación de met­
formin [complejos solubles) con Cu[ll) cuando está 10 veces en 
defecto. La sacarosa no interfiere cuando su concentración es 
100 veces superior a la biguanida, la determinación admite 15 
veces de exceso de ácido acetilsalicílico. La benzocaína no 
molesta.
- Se procede a la determinación de biguanidas en preparados far­
macéuticos : Digluconato de clorhexidina en Hlbitane 5 °/o
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(método propuesto 4,5 °/o. Método standard 4,6 °/o) ; clorhidrato de 
proguanil (método propuesto 98,8 °/a. Método standard 99,8 °/o) ; 
clorhidrato de moroxidina en Couldina (método propuesto 99,1 rrtg) 
Método standard - . Declarado 100 mg); clorhidrato de metformin 
en Glucophage (método propuesto 823 mg. Método standard 823 mg).
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II.3.-ESTUDIOS CROMATICOS SOBRE LA VALORACION 
DE BIGUANIDAS EN MEDIO ACETICO GLACIAL 
CON ACIDO PERCLORICO










Cad- II. W014 W -
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II.3.1.- PROGRAMA DE CALCULO
Ordenador : Calculadora programable CASIO FX-702P.
Lenguaje : Basic.
Ocupación memoria : 1270 pasas de programa, Instrucción DEFM 4.
En el presente programa, se ha utilizado la tabla 48 ,
en la que aparecen los valores constantes por los que se multipli - 
can los valores de absorbancia ó transmitancia ( obtenidos en el 
intervalo 380 a 770 nm cada 10 nm) para el cálculo de los valo - 
res triestímulus. También se utilizan las fórmulas que figuran en . 
la tabla 3, con las que se obtienen las coordenadas cromáticas en 
los distintos sistemas (excepta el RUCS 1939) y el valor de la con­
centración óptica.
Para acceder a los resultados, se introducen consecutivamen­
te los 40 datos de absorbancia (color complementaria) ó de transmi­
tancia (color verdadero) utilizando la instrucción EXE después de 
cada dato. Al introducir el último dato (de longitud de onda 770 
nm) aparece el primer resultado y aplicando la instrucción C0NT apa­
recerán sucesivamente todos los demás. Estos resultados son:
X, Y, Z (valores triestímulus); W (suma de los anteriores); 
X,Y,Z, (coordenadas cromáticas x,y, z en el CIE 1931); J (concen­
tración óptica); LU (luminosidad); U,V (coordenadas u,v. Sistema 
CIE 1960); A,B,L (coordenadas a* fcf L?. Sistema Cié L^a^t?’ 1976).
Una forma de comprobar que el programa se ha escrito correc­
tamente, es dar a todas las absorbancias el valor unidad (este caso 
corresponde al punto gris); Los resultados han de ser los siguientes:
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X = 98041, Y = 100000, Z = 118103, W = 316144, X = 0.3101150109, 
y = 0.3163115542, Z = 0.3735734349, J = 1, LU = 1, U = 0.2008676723,
V = 0.3073219453, A = 0, B = 0, L = 100,0036.
El listado del programa se muestra en la figura 27
El diagrama de flujo correspondiente al programa descrito 
se da en la figura 28 , siendo:
(a) 1.- Inicio; 2.- Entrada de datos: absorbancia ó transmitancia; 
3.- Calculo de X,Y,Z-impresión de X,Y,Z; .4.- cálculo de J, x,y,u,v- 
impresión de J,x,y,u,v; 5.- subrutina 1; 6.-subrutina 2;7.- subruti- 
na 3; 8.- cálculo de a*, b*, L*-impresión de a*-, b*' L*; y 9.-fin.
ib) Subrutinas.- 1.-Inicio; 2.- subrutina 1:2 x/x 0.008856 ;
o
3,4.- cálculo de F(l). Subrutina 2: 2y/y^> 0,008856; 3,4.- cálculo
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Tabla 48.- Función de distribución CIE para el iluminante 
C. Reproducida de M.G. Mellon "Analytical Absortion Spec- 
troscopy" Wiley, New York, 1950, p 529.
5 VAC
10 IB? A,3,C,B,E,?,G,H,I,J,X,L,M,N,O,?,Q,R,S,TfA0,A1,A2,A3,A4
20 IBP A5 , A6 ,A7, A 8 , A9,30 ,3 1 ,3 2  ,3 3 ,B 4 ,B 5 .3 6 ,3 7 ,3 8 ,B9
3 0 C i - A k 4 .  + B x i 9  +  C * 8 5  +  D »  329 + E *  1238 +
P x 2997 +  G x 3975 + H x 3915 + I  x 3362
40 02 a  J  x  2272 + K x 1112 + L x 363 + M * 52 + B x 89
+ O x  576 + ?  x  1523 + Q * 2785 + R x 4282
50 C3 -  S x  5880 + I  X 7322-+  A0 x 8417 + A1 x 8984
+ A2 x 8949 +* A3 * 8325  + A4 * 7070
60 C4 «- A5 * 5309 + A6 x 3693 + A7 x 2349 + a8 x 1361
+ a9 x 708 + BO x 369. + B1 x 171
70 C5 -  32 x  82 + B3 x  39 + B4 x 19 + B5 x 8 + B6 x 4
+ B7 x  2 + B3 + B9
80 I  -  C1 + C2 4- 03 + 04 + 05
90 PRI "X =H ¡ I  
100 00 -  C x 2 4- 3  x 9 + E x 37 + ?  x 122 + G x 262
+ H x 443 +  I  x  694 + J  x 1058  + K x 1618
110 06 «  L x  2358 + M x 3401 + B x 4833 4- 0 x 6462
+ P x 7934 4- Q x  9149 + R x  9832 + S x 9841
120 07  -  T x  9147 + A0 x 7992 + A1 x 6627 + A2 x 5316 
+ A3 x 4176 + A4 x 3153 4- A5 x 2190
130 08 = A6 x  1443 + A7 x  886 +  a8 x 504 + A9 x 259
+ B0 x 134 + B1 x 62 +  B2 x 29 + B3 x 14
140 09 » 34 x  6 + B5 x 3 + B6 x 2 + 37  + B8
150 Y -  00 + 06 + 07 + 08 4- 09
160 PEI " Y a "  } Y
170 D1 = A x 20 + B x 89 + C x 404 + D x 1570
+ P x 14628 + G x 19938 + H x 20638
180 32 = I  x 19299 + J  x 14972 + K  x 9461  4- L
+ M x 2864 + B x 1520 + 0 s  712 + P ¡
190 D3 » Q x 195 + R x 86 + S x 39 + T x 20 +
+ A1 x 10 + A2 x 7 + A3 x 2 + A4 x 2
200 Z » D1 + D2 + D3 
210 PRI MZ «" ; Z
214 34 -  .0 0 8 8 5 6 :3 5  -  1 /9 8 0 4 1 :3 6  = Y /1 E 5 :3 7  -
215 IP  35  > 3 4 ; n* 36 > 3 4 ; ’ lF  37 > 34 5 GSB 500
216  r ?  35 ¿  3 4 ; JF  36 -  3 4 ; I ?  37  í  34 5 PRI hN0"
217 U -  4 x  V ( X  +  15 x Y + 3 x  Z ) : ...
Y  -  6 x  Y /(Z  + 15 x Y + 3 x Z)
220 W -  I  +  Y +  Z; PRI "V
230 I - X/N i O » Y/W s Z - Z/W : PRT "I =* ;
"Y « • ( O , -Z ; Z
240 J  -  W/ 3 1 6 1 4 4  : PRI "J «■ ¡ J
250 Q -  Y/1E5 : PRI "L3 «" 1 Q
260 PRI "U «" ; U , «" } V , "A ; A ,
"3 - -  { 3  , “L j L
500 A »  500 *  ( 3 5 t ( l / 3 )  -  3 6 f ( 1/ 3 ) )  :
B » 200 x (3 6 1 (1 /3 )  -  E 7 t ( l / 3 ) )
501 L = 116 x ( 3 6 t ( 1 /3 )  -  .1 3 7 9 ) : RET
Figura 27.- Programa de cálculo para la obtención de los datos cromáticos.
+ E x 5949 
x 5274
i 388 
A0 X  1 6







Figura 28.- Diagrama de flujo.
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II.3.2.- ESTUDIO CROMATICO - COMPARATIVO DE 
INDICADORES
La elección del indicador adecuado para una valoración ácido- 
base en solución acuosa es relativamente sencilla, ya que basta con 
conocer el pH del punta de equivalencia y el incremento de pH corres 
pondiente al intervalo de transición de color de los diversos indi­
cadores .
Para valoraciones en disolventes no acuosos resulta menos sim 
pie la elección del indicador idóneo dada la dificultad de adecuar 
rangos de pH a intervalos de viraje, éstos se suelen evaluar a par­
tir de la valoración potenciométrica correspondiente. Sin embarga, 
para disolventes con baja constante dieléctrica es más dificil ade­
cuar el viraje del indicador a los valores potenciométricos por fal­
ta de reproducibilidad, ya que habrá una deficiencia de ionización 
en beneficio de una mayor formación de pares iónicos.
Las determinaciones volumétricas en medio no acuoso son de 
considerable importancia en análisis de muestras farmacéuticas 
y han sido adoptadas como métodos standars en las farmacopeas. El 
punto final de la valoración se determina potenciometricamente ó 
bien mediante un indicador visual de punto final, procedimiento 
éste mucho más rápido.
En la bibliografía se proponen varios indicadores para la va­
loración de bases débiles en medio acético glacial, pero no existe 
un criterio objetivo de evaluación de la-■ calidad de los mismos. Por 
esta razón, en esta memoria se realiza dicha evaluación en base a 
"Complementary Tristimulus Colorimetry". Para ello, se establece 
la transición cromática de cada indicador y se representa en los
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diagramas de color; de la longitud y posición de cada una de estas 
curvas se obtienen unas primeras conclusiones, que luego se confir­
man y amplían a partir de los diagramas AJ/Av yAE*/Av. Dichos dia­
gramas, muestran la concordancia entre la transición del indicador 
y el punto de equivalencia, es decir, dan la exactitud. También, 
muestran la nitidez del viraje del indicador al indicar la magni­
tud de la variación de color en el punto final.
Se ha realizado el estudio sobre 5 indicadores, de los cuales 
des (violeta cristal y violeta de metilo) presentan tres estadios 
de color, otros dos (□.□ Tropaolin y verde de malaquita) dos cambios 
de color y, el último, purpura de bromocresol, marca el punto final 
par desaparición de color.
El estudio se ha realizado con el compuesto perteneciente al
grupo de las biguanidas, denominado "metformin: ". Esta sustancia 
posee en su estructura 3 grupos aminos; en la valoración de éste 
en medio acético glacial tan solo se valoran los grupos amino l3 
y 2-, por ser el demasiado débil. Este compuesto presenta una 
solubilidad adecuada para su valoración directa.
Procedimiento
A 5 mi de disolución de metformin conteniendo 33.4 mg, se 
añaden 5 mi de disolución de HgCl^ 5 °/o y el indicador correspon­
diente. Las cantidades de indicador que se añaden se especifican 
más adelante, eligiéndose de modo que la abdorbancia en la disolu­
ción final se halle en el intervalo comprendido entre 0,1 y 0,3
para la longitud de onda del máximo de absorción. Por último se
diluye con ácido acético glacial hasta un volumen de 50 mi aproxi­
madamente .
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Las medidas espectrofotométricas correspondientes se realizan 
haciendo uso de una celda de flujo y de una bomba peristáltica.
-2
El valorante utilizada es HC1Ü 9.21 10 M; la adición de
4 ’ ’
éste se realiza por medio de una bureia de 10 mi, y las cantidades 
añadidas oscilan entre 0,5 y 1.0, excepto en la zona cercana al pun­
to final donde son de 0,1 mi. Se añaden en total alrededor de 7 mi 
de valorante.
La disolución permanece constantemente agitada. Después de 
cada adición de valorante, se bombea a través de la celda de flujo 
durante un período de 2 minutos, suficientes para homogeneizar la 
la disolución en todo el sistema. Se registran los valores de absor­
bancia ó de transmitancia de la disolución cada 10 nm en el interva­
lo de 770-380 nm una vez detenida la bomba peristáltica.
Con los valores experimentales obtenidos y utilizando el pro­
grama de cálculo expuesta en la parte anterior, se determinan para
cada punto de la valoración los valores triestímulus, que correspon
deran al color verdadero en el caso de emplear las lecturas de trans- 
mitancia y el color complementario si se emplean las lecturas de ab­
sorbancia, así como las coordenadas cromáticas en los sistemas CIE 
1931, CIE 1960, CIE 1976 y que permiten establecer la transición de 
color de cada indicador.
Todos los indicadores utilizados se preparan en la disólu — 
ción acética. Las cantidades dá indicador que se han empleado son: 
0,05 mi de violeta cristal 0,1 °/o 
0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o
0,1 mi de verde de malaquita 0.1 °Ja
0,1 mi de 0.0 Tropaolin 0,1 °/o
0,2 mi de púrpura de bromocresol 0,1 °¡o
- 180 -
Resultados
En las tablas 49 a 53 aparecen los valores triestímulus 
obtenidos en la valoración espectrofotométrica de los indicadores 
estudiados. Las transiciones cromáticas se calculan en distintos 
sistemas y se hallan representadas en las figuras 29 a 31
Las tres representaciones permiten obtener el mismo tipo de 
conclusiones, sin embargo, hay que decir que el diagrama CIA L*a* 
b*197G resulta ventajosa frente al CIE 1931 y CIE 1960, ya que 
presenta un espaciado cromático más uniforme.
En la valoración espectrofotométrica de metformin con HC10
4
utilizando violeta de metilo como indicador visual, se observan 
los siguientes cambios de color, violeta-azul-verde-amarillo, al 
igual que ocurre cuando se utiliza violeta cristal como indicador.
El punto gris queda alejado de estas transiciones; éstas, son cur­
vilíneas y largas. La separación cromática (distancia entre las 
coordenadas cromáticas de puntos consecutivos en el diagrama de 
cromaticidad) es grande en las proximidades del punto final poten- 
ciométrico, lo que indica que el punto final coincidirá con aquel. 
Ambos indicadores tienen comportamientos similares.
El verde de malaquita presenta una transición que va del ver­
de al amarillo, ésta queda alejada del punto gris, es recta y bas­
tante c o r t a s i n  embargo, la separación cromática es grande después 
del punto final potenciométrico, lo que indica un viraje posterior 
a dicho punto.
El púrpura de bromocresol preáenta transición de amarillo a 
incoloro, luego ésta pasa por el punto gris, ya que el blanco es 
un extremo en la escala de los grises; dicha escala está constituida
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por componentes de iguales coordenadas a., b y diferente coordena­
da L*ó luminosidad. Para el caso del incoloro L* vale 100 hablando 
en términos del sistema CIE L a b 1976. La transición es corta y 
recta. La separación cromática es relativamente pequeña en toda 
la recta, siendo máxima antes del punto final potenciométrico, lo 
que indica un viraje anterior a dicho punto.
El 0.G Tropaolin presenta una transición que va del amarillo 
al rojo, la longitud de la curva es mayor que la que presentan el 
púrpura de bromocresol y el verde de malaquita, e inferior a las 
correspondientes a los otros dos restantes indicadores. La separa­
ción cromática en las proximidades del punto final potenciométrico 
es similar a la que presenta el púrpura de bromocresol.
De lo expuesta anteriormente y de la observación de las figu­
ras 29 a 31 se puede decir que los indicadores que presentan 
mayor longitud en la transición y mayor separación cromática en las 
proximidades del punto final potenciométrico son: violeta cristal 
y violeta de metilo, por ello son los más adecuados para realizar 
las valoraciones de biguanidas con HCIO^ seguidas visualmente. El 
punto final lo marca la transición azul-verde.
En las tablas 54 a 58 se exponen los valores de la con­
centración óptica, así como la variación de este parámetro relacio­
nado con el incremento de volumen (mi) para cada uno de los indica­
dores estudiados. Estos datos se representan gráficamente y de ma­
nera conjunta para todos los indicadores, lo que facilita el estu­
dio comparado (figura 32 ) •
La nitidez del viraje se deduce observando el valor de las 
ordenadas en las cercanías del punto final; podemos observar a la 
vista de la figura 32 , que presentan gran nitidez el violeta
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cristal y el violeta de metilo. El verde de malaquita y el 0.0 Tro- 
paolin presentan intensidades de pico semejantes e inferiores a las 
que presentan el violeta de cristal y el violeta de metilo, la menor 
nitidez corresponde al púrpura de bromocresol.
En cuanta a la exactitud, hay que decir, que los errares de 
estos indicadores son similares y en todos los casos inferiores 
al 2°/o (valores máximos de ordenada entre 4,90 - 5,10 mi de HC10 
9,21 10 ^ M). En el caso del violeta de metilo y el violeta cris­
tal los puntos finales coinciden con el punto final potenciométrico;
el punto de inflexión de la curva E(mV) = f(v(ml)) corresponde a
-2
5,02 mi de HG10 9,21 10 M.
’ 4 9
Por su propia definición matemática, la concentración óptica 
puede conducir a error en aquellos casos en que la variación de los 
tres valores triestímulus no se produzca en el mismo sentido. Para 
subsanar este problema se utiliza también la diferencia de color^E. 
En las tablas 59 a 53 se da su valor y su variación respec­
to al incremento de volumen (mi). En la figura 33 se ha represen­
tado su variación en función del volumen de valorante (mi).
Las conclusiones que se derivan de esta figura son semejantes 
a las derivadas de la figura 32 , sin embarga, cabe señalar la
mayor altura en los picos que corresponden al 0.G Tropaolin.y ver —  
de de malaquita, hecho que se puede interpretar teniendo presente 
que en el cálculo de &E interviene el término L de luminosidad. 
También hay que decir que en el caso del verde de malaquita se 




color verdadero color complementaria
X Y Z X Y Z
0,00 77565,9 74921 9 116669,7 10912,7 13176,9 551,6
3,00 73538,1 76194 8 115477,9 10201,7 12324,4 734,5
4,00 79456,9 76934 4 116539,3 9858,2 11827,7 705,1
4,50 79234,4 77714 5 115451,0 9706,5 11377,2 736,5
4,70 79466,9 78573 3 116303,5 9432,4 10300,5 802,8
4,80 79862,9 79615 6 116106,3 9207,3 10230,2 837,1
4,90 30824,2 81823 8 115931,7 8572,9 8963,9 960,2
4,95 81950,0 84557 8 115319,4 7892,1 7484,5 1229,5
5,00 84299,9 88655 0 113970,2 6564,1 5338,8 1833,7
5,05 88401,1 93315 7 111146,7 4471,7 3059,1 3123,9
5,10 90775,5 95330 5 109496,5 3311,9 2103,4 3393,0
5,20 92656,3 96733 7 108041,4 2424,5 1454,4 4581,7
5,50 94428,2 97971 2 106817,9 1583,1 854,7 5167,3
6,00 95171,2 98425 6 105152,2 1303,7 698,5 5489,2
Tabla 49.- Valores triestímulus de la transición de 




color verdadero color complementario
X Y Z X Y Z
0,00 79615,4 77588,7 116361,1 9518,8 11463,5 780,2
ool—1 79948,9 78008,3 116461,9 9307,1 11201,2 735,6
2,00 80262,5 78351,2 116458,9 9105,1 10981,1 736,9
3,00 80562,7 73771,2 116452,7 8911,5 10724,1 738,9
3,50 80562,7 79029,3 116374,2 8816,5 10566,9 772,8
4,00 80698,7 79367,4 116341,2 8720,1 10363,4 736,2
4,50 31096,6 80161,3 116210,7 8509,1 9889,9 841,3
4,70 81375,9 81054,2 115942,6 8239,9 9359,9 957,2
4,80 31730,5 82026,8 115842,8 8043,8 8810,5 999,5
4,90 92453,1 83947,8 115504,4 7580,1 7750,9 1145,9
5,00 84624,1 88234,9 114430,2 6380,8 5529,9 1625,1
5,10 98560,2 93151,8 111791,7 4384,8 3123,2 2825,3
5,20 91309,2 95539,8 109644,9 3051,2 1999,7 3822,6
5,30 92363,5 96271,8 108597,2 2556,9 1660,1 4316,1
5,50 93490,4 97076,4 107556,7 2043,6 1295,0 4811,3
5,70 94400,2 97593,4 106930,1 1822,9 1155,7 5112,1
6,00 94337,8 97579,1 106379,8 1669,4 1071,2 5377,8
7,00 94972,5 97891,6 105840,0 1436,8 934,3 5639,3
Tabla 50.- Valores triestímulus déla transición de color




color verdadero color complementario
X Y Z X Y Z
0,00 93395,3 98859,7 93568,6 2319,8 529,9 12217,9
1,00 93507,0 98878,8 94277,5 2252,2 519,6 11810,8
2,00 93829,3 93993,1 95777,9 2074,0 465,6 10963,0
3,00 94705,1 99248,0 100171,3 1601,4 344,1 8577,9
3,50 95267,4 99334,9 103325,9 1306,5 278,6 6944,5
4,00 95923,8 99565,0 106868,7 977,2 195,3 5176,9
4,50 96816,9 99785,3 111573,9 550,8 95,3 2934,3
4,80 97502,1 99926,1 115266,1 237,8 32,4 1251,2
4,90 97789,4 99975,0 116803,2 110,2 10,9 568,9
5,00 98038,9 99999,9 118093,4 0,0 0,0 0,0
5,10 - - - 0,0 0,0 0,0
Tabla 51.- Valores triestímulus de la transición 
de color del púrpura de bromocresol.
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.  ^ i i m  o color verdadera color complementariov(.mlj HC10 
9,21 10 M
X Y Z X Y Z
0,00 80385,7 88168,9 114187,5 8995,0 5869,8 1759,2
1,00 80724,9 88357,2 114398,3 8788,4 5758,6 1661,7
2, 00 81084,0 88573,1 114617,1 8574,0 5634,6 1561,8
3,00 81401,2 88775,7 114751,1 8338,7 5520,5 1500,4
3,50 81493,5 88865,3 114803,9 8334,0 5474,0 1477,3
4,00 81686,8 88995,9 114891,4 8224,1 5402,1 1436,7
4,50 81957,0 89213,5 114925,6 8074,0 5291,7 1444,9
4,70 82152,1 89376,1 114849,4 7958,1 5197,9 1454,9
4,80 32400,9 89575,7 114320,3 7814,2 5090,5 1458,6
4,90 82883,6 89960,7 114597,9 7533,6 4882,2 1567,5
5,00 84192,7 90907,0 113588,6 6778,4 4364,0 2018,2
5,10 87907,8 93455,4 110554,2 4749,5 3025,5 3400,2
5,20 91269,3 95727,9 108226,4 3083,4 1922,5 4439,3
5,30 92905,4 95817,7 107211,3 2318,8 1418,7- 4973,1
5,40 93597,2 97287,9 106590,3 2003,9 1206,4 5271,4
5,50 94208,6 97668,9 106215,2 1730,0 1036,2 5452,5
6,00 95303,2 98374,6 105421,7 1249,9 726,8 5838,0
7,00 95703,3 98603,7 105083,7 1075,9 627,6 6003,5
Tabla 52.- Valores triestímulus de la transición de
color del verde de malaquita.
, ./ ti i inn n color verdadero color complementariov(.mlj HC10 
9,21 10 M
X Y Z X Y Z
0,00 95968,2 99492,8 106909,9 974,6 240,5 5149,1
1,00 95993,4 99508,4 107055,1 994,4 220,1 5073,8
2,00 96017,7 99464,5 107186,1 931,9 239,2 5013,2
3,00 95744,8 93670,9 107218,8 1049,1 586,9 4989,9
3,50 95339,8 97689,5 107479,6 1223,7 1021,6 4356,8
4, GQ 94453,7 95823,3 107741,4 1604,1 1860,4 4720,8
4,20 93942,6 94650,7 108049,2 1845,8 2403,7 4571,2
4,40 93145,6 93008,5 108333,1 2211,4 3173,4 4431,4
4,50 92573,8 91743,1 108624,6 2480,0 3779,4 4292,5
4,60 91880,8 90333,9 108849,5 2309,8 4465,7 4183,1
4,70 91099,4 88724,5 109237,8 3189,8 5266,4 4010,2
4,80 90248,9 86939,1 109570,0 3614,8 6177,7 3863,7
4,90 89171,2 84712,5 110152,2 4685,6 8359,7 3629,8
5,00 88178,3 82836,6 110152,2 4685,6 8359,7 3629,8
5,10 87809,4 82101,6 109723,7 4881,9 8769,4 3335,8
5,20 87624,4 81919,6 109085,5 4971,9 8868,9 4132,9
5,30 87452,4 81774,4 108375,9 5050,4 8949,0 4464,7
5,50 87235,8 81585,2 107257,1 5159,6 9054,5 4992,4
6,00 86964,9 81417,3 105906,3 5288,6 9144,9 5638,3
7,00 86902,1 81491,4 104246,7 5315,8 9109,9 6441,8








0,29 0,30 0,320,31 x
Figura 29.- Curvas de transición de celar de las
indicadores. Sistema CIE 1931.
I.- violeta cristal, II.- violeta de metilo,
III.- verde de malaquita, IV.- púrpura de bro-






Figura 30.- Curvas de transición de los indicadores. 
Sistema CIE 1960.
I.- violeta cristal, II.- violeta de metilo,
III.- verde de malaquita, IV.- púrpura de bro- 










Figura 31.- Curvas de transición de color de los 
indicadores. Sistema CIE L*á* &  1976.
I.- violeta de metilo, II.- violeta cristal, III.- 
verde de malaquita, IV.- púrpura de bromocresol y 
V.- 0.0 Tropaolin.
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Tabla 54.- Variación de la concentración óptica 
para el violeta cristal.
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Tabla 56.- Variación de la concentración 
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Tabla 57.- Variación de la concentración óptica
para el verde de malaquita.
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Tabla 58.- Variación de la concentración óptica












I.- violeta cristal; II.- violeta de metilo;
III.- verde de malaquita; IV.- 0.0 Tropaolin; 
V.- púrpura de bromocresol.
Figura 32.- Variación de la concentración óptica.
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Tabla 59.- Variación de la diferencia de color 
para el violeta cristal.
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v(ml) v.




































Tabla 60.- Variación de la diferencia de color
para el violeta de metilo.
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Tabla 61.- Variación de la diferencia de color 
para el púrpura de bromocresol.
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Tabla 62«- Variación de la diferencia de color para
el verde de malaquita.
- 201 -







































Tabla 63.- Variación de la diferencia de color









I.- violeta cristal; II.- violeta de metilo; 
III.- verde de malaquita; IV.- 0.0 Tropaolin;
V.- púrpura de bromocresol.
Figura 33.- Variación de la diferencia de color,
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II.3.3.-J PREPARACION DE INDICADORES MIXTOS
La finalidad de este apartado es la preparación de indicado 
res cuyo viraje coincida con el punto gris, mejorando de este mo 
do la comodidad y nitidez de la valoración, lo que puede favore­
cer la exactitud y precisión.
Para ello se obtienen indicadores mixtos, entendiendo por 
tal la mezcla de un indicador y uno ó varios colorantes inertes 
en las condiciones de trabajo. Dicha mezcla debe proporcionar un 
viraje del tipo: color A-gris-color B, tal como se explica en la 
introducción de esta memoria.
Bien utilizando la curva de transición de color del indica 
dor elegido ó bien realizando las medidas espectrofotométricas 
en condiciones más adecuadas, y representando en el diagrama’ero 
mático la transición de color, se seleccionan el ó los coloran­
tes que permitirán obtener un indicador mijito teniendo en cuenta 
sus coordenadas cromáticas.
A partir de las coordenadas cromáticas del indicador en el
punto final y las del colorante, y por aplicación de las fórmu*-
las de REILLEY y SMITH ( 185) se deduce la cantidad de colorante 
necesaria para que el punto final coincida con el punto gris. Las 
fórmulas son las siguientes:
(XI - xG}(J') + (x0 - XG )(J¿) = □
(Vi - yG)(j;) + (yc - yGK J¿) - o
donde: I es el indicador, C el colorante y G representa el punto 
gris. J'es la concentración óptica.
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Con la cantidad fijada por la fórmula se realizan las me­
didas espectrofotométricas y se representa gráficamente la nueva 
transición cromática. Si ésta no pasa por el punto gris, se va. - 
rían de modo empírica las cantidades de colorante inerte hasta 
que dicha transición cromática transcurra'sobre el punto gris.
Por último se procede a establecer la aplicabilidad real 
del indicador mixto propuesto, por comparación con el indicador 
simple, estableciendo para ambos la mínima cantidad de metformin 
determinable, así como la precisión y exactitud en una serie de 
valoraciones visuales.
En base a las conclusiones obtenidas en el apartado anterior 
se eligen como más idóneos para la consecución de sendos indicado 
res mixtos: el violeta cristal y el violeta de metilo.
II.3.3.1.- VIOLETA DE METILO - AMARILLO DE NE0ZAP0N 
- AZUL DE TIMOL
Procedimiento
A 5 mi de disolución de metformina conteniendo 30,4 mg, se
añaden 5 mi de disolución de HgCl^ 5 °/o y el indicador y colorantes
inertes correspondientes, diluyéndose a unos 50 mi con ácido acé-
-2
tico glacial y valorando con disolución acética de HCIO^ 9,21 10 
M. Después de cada adición de valorante se obtienen los valores 
de °/o T ó A en el intervalo de 380-770 nm cada 10 nm, bombeando 
la disolución a través de la celda del espectrofotómetro.
Los valores triestímulus X, Y, Z se calculan a partir de los 
datos espectrofotométricos y la tabla de distribución energética 
del iluminante standard C. A partir de los valares triestímulus 
se calculan las transiciones cromáticas en CIE 1960 y CIE L*a*b* 
1976 y los valores de la concentración óptica J y los de la dife­
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rencia de color AE*.
Se realizan series de valoraciones visuales para comparar 
las características del indicador mixto propuesta y el indicador 
base. Para ello a 50 mi de una disolución acética que contiene 
entre 38,4 y 0,8 mg de metformina se adicionan 4 gotas del indi­
cador base ó 10 gotas del indicador mixto y valorando con HCIO^ 
9,21 10~2 M.
Resultados
En las tablas 50 , 55 , 60 se muestran los va­
lores triestímulus, la variación del parámetro J y la variación 
de correspondiente a la valoración con violeta de metilo.
La transición cromática (curva i) aparece en las figuras 
34 y 35 , se observa que la transición transcurre lejos
del punto gris, será necesaria la utilización de un colorante 
inerte que translade la transición hacia arriba en el diagrama 
cromático, es decir, que proporcione una componente amarilla.
El colorante elegido es el amarillo de Neozapon ya que resulta 
inerte en las condiciones de trabajo .
Según los valores obtenidos por la aplicación de las ecua­
ciones de Reilley y Smith, que dan una cantidad de amarillo de 
neozapon 0,1 °/o de 8,16 mi para 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °fo 
y un volumen final de 50 mi, se realizan nuevas medidas espec­
trof otométricas con las cantidades citadas de colorante e indi­
cador. Los resultadas obtenidos figuran en las tablas 64 ,
65 , 66 La curva II que aparece en las figuras 34
y 35 , representa la transición de color en estas condiciones
y se observa que la transición aún no pasa por el punto gris.
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Es necesario acercar aún más la transición cromática a las coor­
denadas del punta gris, por lo que se aumenta la cantidad de ama 
rillo de neozapon, pero además se observa que este colorante 
desplaza la transición hacia arriba y hacia la izquierda, lo que 
significa que el punto gris aparecerá a valores no suficiente - 
mente próximos al punto final. Para evitar esto debe trasladarse 
la curva hacia arriba y a la derecha lo que se consigue mediante 
la adición de otro colorante (azul de timol) que aporte una com­
ponente roja, siendo inerte en las condiciones de trabajo.
Para fijar la cantidad de azul de timol ser adicionan dife­
rentes cantidades de éste sobre una solución que contiene 0,1 mi
de violeta de metilo 0,1 °/o, 0,30 mi de Neozapon 0,1 °/o, 33,4 mg
-2
de metformina y 4,95 mi de HCIO^ 9,21 10 M. Se obtienen los 
valores de X, Y, Z según el procedimiento descrito anteriormen- 
to y las coordenadas cromáticas para cada punto. De los resultados 
obtenidos se toman para realizar las siguientes medidas espectro- 
fotométricas las cantidades que a continuación se dan: 0,1 mi 
de violeta de metilo 0,1 °/o, 0,30 mi de neozapon 0,1 °/o y 0,1 mi
de azul de timol 0,05 °/o. Los resultados obtenidos figuran en las
tablas 67 , 6 8  , 69 La curva III que aparece en las
figuras 34 y 35 , representa la transición de color en éstas
condiciones, se observa que la transición de color está cerca 
del punto gris pero sin pasar por el y además este aparece a va­
lares anteriores al volumen de HCIO^ que corresponde al punto 
final potenciométrico.
Para conseguir que la transición cromático se desplace 
hacia abajo y hacia la derecha, con lo que conseguiremos que el 
punto gris aparezca en las cercanías del punto final, hay que 
disminuir la componente amarilla la que implica disminuir la 
concentración de amarillo de neozapon presente y aumentar la
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componente roja, es decir aumentar la concentración de azul de 
timol. Con este objeto se realizan nuevas medidas espectrofo- 
tométricas con las siguientes cantidades de indicador y coloran 
tes inertes: 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o, 0,28 mi de Neoza 
pon 0,1 °/o y 1,12 mi de azul de timol 0,005 °/o. Los resultados ob­
tenidos se dan en las tablas 70 , 7 1  , 7 2  . La curva IV
de las figuras 34 y 35 representa dicha transición. Se ob­
serva que transcurre por el punto gris por lo que la mezcla en 
las condiciones determinadas constituye un indicador mixto. Si 
se aumenta la cantidad de azul de timol (0,12 mi de 0,05 °/o) la
aparición del gris tiene lugar después de adicionados 4,95 mi 
_2
de HCIO^ 9,21 10 M (volumen final potenciométrico 5,02 mi) co­
mo lo demuestran las coordenadas cromáticas de dicho punto:
CIE 1960 u = 0,2018, v = 0,3073 ; CIE L*a*tf 1976 a*= -0,05
b*= 0,02 y L*= 89.86 .
Se prepara el indicador mixto teniendo en cuenta la siguien
te relación de concentraciones: 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o,
0,28 mi de Neozapon 0,1 °/o y 0,12 mi de azul de timol 0,05°/o para 
un volumen de valoración de unos 50 mi. Los estadios de color que 
presenta dicho indicador son: rajizo-gris-verde-amarillo, siendo 
la transición al verde la que marca el punto final en la valora­
ción .
Cada una de las transiciones se evalúa por construcción de 
los correspondientes gráficos donde se representan AJ/Av frente 
a v (mi) y AE*/Av frente a v(ml). Estas representaciones aparecen 
en las figuras 36 y 37 , en ambas se observa que el indicador
mixta propuesta presenta una intensidad de pico superior a la del 
violeta de metilo, ala vez que una anchura menor lo que puede tra 
ducirse en una mayor nitidez y exactitud a la vez que una mayor 




color verdadero color complementaria
X Y Z X Y Z
0,00 76652,3 76462,3 101149,6 10938,7 12019,1 7966,5
2,00 77489,6 77319,4 101406,1 10402,8 11471,3 7833,7
4,00 78144,9 78324,7 101545,8 9975,0 10858,0 7760,8
4,50 78629,4 79250,6 101569,1 9659,9 10312,5 7749,5
4,70 79037,1 80225,0 101574,5 9352,3 9744,0 9748,6
4,80 79342,2 80944,4 101516,8 9171,0 9327,8 7778,7
4,90 80059,3 82574,7 101415,1 8725,6 8422,2 7834,1
5,00 81083,5 84869,2 101051,1 8131,8 7195,6 8027,3
5,10 84267,5 89963,6 99991,1 6497,9 4646,2 8588,5
5,20 87454,3 93317,5 93624,7 4940,5 3042,3 9303,0
5,30 89654,9 95171,8 97762,6 3901,2 2178,9 9766,9
5,50 91398,6 96486,9 97190,5 3103,0 1580,3 10074,6
6,00 92907,3 97599,5 97003,6 2426,9 1082,8 10179,2
7,00 93700,2 98122,8 97075,8 2075,9 851,1 10144,5
Tabla 64.- Valores triestímulus de la transición de 
color cuando se utilizan: 0,1 mi de violeta de metilo 
0,1 °/o y 0,16 mi de amarillo de neozapon 0,1 °/o.
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Tabla 65.- Variación de la concentración óptica
en las condiciones de la tabla 64.
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Tabla 66.- Variación de la diferencia de color
en las condiciones de la tabla 64.
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color verdadero color complementario
v(ml)v X Y Z X Y Z
o o o 76033,1 76962,9 90437,2 - - -
2,00 76392,1 76930,8 91211,9 - - -
3,00 76411,9 76633,0 91443,9 10928,1 11782,6 13177,9
4,50 76904,3 77441,5 91609,3 10575,6 11274,8 13081,9
4,70 77154,4 78294,5 91339,8 10374,6 10755,8 13237,5
4,80 77426,8 79063,9 91275,6 10182,4 10303,8 13277,8
4,90 78033,4 80482,5 91080,7 9802,9 9494,8 13395,5
5,00 79880,9 84081,6 90476,4 8779,2 7557,1 13761,7
5,05 81707,8 86560,6 89699,9 7843,5 6260,5 14221,4
5,10 83361,1 88759,5 88959,3 6784,5 5198,9 14663,6
5,20 85636,4 90194,7 88390,6 5931,9 4508,3 15001,8
5,30 87052,6 91315,7 88127,5 5267,5 3979,9 15163,9
5,50 88100,3 92011,3 87914,5 4788,2 3557,5 15295,8
6,00 88793,4 92316,9 87373,4 4485,5 3522,9 15613,3
7,00 88879,2 92021,5 86632,4 4467,1 3572,3 16043,9
Tabla 67.- Valores triestímulus de la transición de 
color cuando se utilizan: 0,1 mi de violeta de metilo 
0,1 °/o, 0,3 mi de amarillo de neozapon 0,1 D]a y 0,1 mi 




J AJ M v  103 V
3 , 0 0 0 ,11352
- 1 , 4 3 3 , 5 0
4 , 0 0 0 ,11209
- 3 , 2 0 4 , 2 5
4 , 5 0 0 ,11049
- 3 , 3 0 4 , 5 5
4 , 6 0 0 ,11016
- 1 4 , 4 7 4 , 6 5
4 , 7 0 0 ,10871
- 1 9 , 1 1 4 , 7 5
4 , 9 0 0 ,10690
- 3 3 , 8 8 4 , 8 5
4 , 9 0 0 ,10341
- 8 2 , 0 6 4 , 9 5
5 , 0 0 0 ,09520
- 1 1 2 , 0 7 5 , 0 3
5 , 0 5 0 ,08960
- 1 0 6 , 2 5 5 , 0 3
5 , 1 0 0 ,08429
- 3 7 , 6 3 5 , 1 5
5 , 2 0 0 ,08043
- 3 2 , 6 4 5 , 2 5
5 , 3 0 0 ,07722
- 1 0 , 6 0 5 , 4 0
5 , 5 0 0 ,07510
- 0 , 7 6 5 , 7 5
6 , 0 0 0 ,07472
1 ,77 6 , 5 0
7 , 0 0 0 ,07649
Tabla 68.- Variación de la concentración óptica




A E * AE*/Av V
o o o 0^850 0 ,4 3 o
o1—1
2 , 0 0 0 ,862 0 , 8 6 2 , 5 0
3 , 0 0 0 ,8 9 0 0 ,5 9 3 , 7 5
4 , 5 0
1 ,5 0 6 7 , 5 3 4 , 6 0
4 , 7 0
1 ,219 12 ,19 4 , 7 5
4 , 8 0
2 ,0 7 2 2 0 ,7 2 4 , 8 5
4 , 9 0 4 , 7 5 4 4 7 ,5 4 4 , 9 5
5 , 0 0
2 ,8 0 0 5 5 ,9 9 5 , 0 3
5 , 0 5 2 ,3 0 7 4 6 ,1 4 5 ,0 8
5 , 1 0
1 ,7 1 5 17 ,15 5 , 1 5
5 , 2 0 1 ,250 1 2 ,50 5 , 2 5
5 , 3 0
0 ,9 8 5 4 ,9 2 5 , 3 5
5 , 5 0 0 ,947 1 ,8 9 5 ,7 5
6 , 0 0
0 ,7 4 4 0 , 7 4 6 ,5 0
7 , 0 0
Tabla 69.- Variación de la diferencia de color
en las condiciones de la tabla 67.
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\/ ( mi 1 color verdadero
calor complementario
V  l IIIJL J
V. X Y 3 X Y Z
0,00 75422,6 75821,1 92947,9 11577,0 12337,0 12344,4
2,00 75894,9 75929,3 93781,7 11279,9 12243,5 11876,3
4,00 76136,1 75866,3 94272,9 11102,4 12250,8 11596,9
4,50 76384,1 76419,3 94276,5 10914,5 11902,0 11595,1
4,60 76448,8 76659,9 94208,0 10355,4 11751,0 11633,7
4,70 76604,9 77081,2 94155,9 10735,3 11489,7 11662,7
4,80 76904,4 77831,4 94089,8 10516,7 11034,6 11701,8
4,90 77317,2 78958,9 93951,3 10231,8 10369,3 11782,8
4,95 77921,6 80412,9 93652,9 9848,7 9538,6 11954,9
5,00 79357,1 83083,2 93299,3 9039,4 8085,4 12164,2
5,05 81574,4 86251,3 92422,5 7890,3 6449,1 12669,6
5,10 83501,0 88321,3 91592,5 6927,3 5416,4 13144,6
5,20 86016,5 90459,1 90705,9 5708,9 4378,8 13656,1
5,30 87304,9 91459,8 90350,1 5103,7 3904,6 13867,1
5,50 88605,2 92395,8 89957,2 4509,6 3470,4 14100,3
6,00 89488,6 92879,9 89371,9 4121,2 3253,2 14439,5
7,00 89789,1 92351,8 88817,7 4000,9 3274,9 14757,4
Tabla 70.- Valores triestímulus de la transición de color 
cuando se utilizan: 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o,
































Tabla 71.- Variación de la concentración 
óptica en las condiciones de la tabla 70.
vfml)
V.


































Tabla 72.- Variación de la diferencia de color
en las condiciones de la tabla 70.
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0,19 0,20 v
Figura 34.- Curvas de transición de color de las mezclas 
indicador-colorantes. Sistema CIE 1960.
I.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %; II.- 0,1 mi de vio 
leta de metilo 0,1 % y 0,16 mi de amarillo de neozapon 0,1%; 
III.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %, 0,30 mi de am. de 
neozapon 0,1 % y 0,1 mi de azul de timol 0,05 %; IV.- 0,1 mi 
de violeta de metilo 0,1 %, 0,28 mi de am. de neozapon 0,1% 
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Figura 35.- Curvas de transición de color de las 
mezclas indicador-colorantes. Sistema CIE L*a*b* 





I.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o; 0,28 mi de 
amarilla de neozapon ^,1 % y 1,12 mi de azul de timol 
0,005 II.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 °/o ;
III.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 % y 0,16 mi de 
amarilla de neozapon 0,1 °/o; IV.- 0,1 mi de violeta 
de metilo 0,1 %, 0,30 mi de amarillo de neozapon 0,1 
ÍaT y 1,02 mi de azul de timol 0,005 °/o.
Figura 36.- Variación de la concentración óptica





I.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %, 0,28 mi de ama­
rilla de neozapon 0,1 % y 1,12 mi de azul de timol ' 
0,005 %; III.- 0,1 mi de violeta de metilo 0,1 %,
0,30 mi de amarillo de neozapon 0,1 % y 1,02 mi de a- 
zul de timol 0,005 %; IV.- 0,1 mi de violeta de metilo 
0,1 °/o y 0,16 mi de amarilla de neozapon 0,1 %.
Figura 37.- Variación de la diferencia de color 
para las mezclas indicador—colorantes.
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En la tabla 73 se presentan los resultados obtenidos en 
las valoraciones visuales. De su análisis se deduce que el indica 
dor mixto propuesto proporciona mayor exactitud que el simple; 
disoluciones conteniendo 3,8 mg de metformin se pueden valorar sin 
errares superiores al 1,2 °/o usando el indicador mixto, mientras 
que 15,4 mg se determinan con errores del orden del 3,2 °/o con vio 
leta de metilo. En cuanta a microvaloraciones el indicador mixto 
proporciona errores aceptables mientras que el violeta de metilo 
origina errores grandes.
Aunque la precisión es similar con los dos indicadores, 
si destaca el hecho de que al ser* más nítido el viraje con el in­
dicador mixto, se aumenta la sensibilidad en la determinación, 
ya que para cantidades del orden de 0,8 mg de metformin el viraje 
con el indicador violeta de metilo no se observa, sin embargo 





















































simple na se observa 
viraje
- - -
mixto G,88; 0,87; 0,85; 
0,88; 0,85.
0,07 2,4 13,0
Tabla 73.- Valoraciones.visuales. Comparación entre 
el indicador mixto V M - A N - A T  y el violeta de 
metilo.
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11,3.3.2.- VIOLETA CRISTAL - AMARILLO DE NEOZAPON - 
AZUL DE TIMOL.
Procedimiento
De la transición cromática del violeta cristal ( figuras 
29 , 30 , 3 1  ) se observa por la similitud con la transi­
ción que presenta el violeta de metilo, que los colorantes utili­
zados en el apartado anterior son adecuadas para trasladar la tran 
sición, de manera que transcurra por el punto gris en las proximi­
dades del punto final potenciométrico. Por ello, se fija la canti­
dad óptima de amarillo de neozapon necesaria para trasladar la 
transición del indicador al lugar preciso, en el diagrama cromá­
tico, y después el azul de timol puede hacerla coincidir definiti­
vamente en el punto gris.
Resultados
La aplicación de las fórmulas de REILLEY y SMITH proporciona 
valores demasiado grandes de volumen de neozapon 0,1 °¡q a tomar; 
esto es debido a que la concentración de violeta cristal es dema­
siada elevada. Por ello se toma un volumen de violeta cristal mi­
tad del utilizado para la realización de la transición cromática 
de dicho indicador (tablas 49 ,54 , 59 ). A partir de
estos datos y teniendo presentes los resultadas obtenidos en el 
apartado anterior se fija empíricamente la cantidad de neozapon 
en 2,75 mi de 0,01 D/o, que sitúa la transición cromática en el lu­
gar deseado en el diagrama cromático (curva II en la figura 38 ); 
los datos cromáticos de la valoración en estas condiciones (38,4 
mg de metformin, 0,025 mi de violeta cristal 0,1 °/o y 2,75 mi de 
amarillo de neozapon 0,01 °/o para un volumen de unos 50 mi) se re­
presentan en las tablas 74 , 75 , 7 6
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El efecto del neozapon se traduce en un desplazamiento de 
la curva cromática del indicador simple hacia la parte superior 
izquierda del diagrama cromático CIE L a b  1976.
Por último se fija la cantidad de solución de azul de timol
□,□1 %  tal como se procede en el apartado anterior de esta memo­
ria, que resulta ser de 1,G0 mi. Efectuada la valoración con la
adición conjunta de los dos colorantes, se tabulan los resultados
en las tablas 77 , 78 , 79 .La transición cromática
corresponde a la curva IV de la figura 38 y transcurre sobre 
el punto gris como se esperaba.
A modo ilustrativo se realizan las medidas espectrofotomé- 
tricás empleando el indicador violeta cristal y el azul de timol, 
cuyos resultados se dan en las tablas 80 , 81 , 82 y
la transición cromática en la curva III de la figura 38 . En
la misma se observa el efecto de cada colorante independientemen­
te sobre el indicador y cómo conjuntamente logran desplazar la 
curva del violeta cristal hacia el punto gris. El efecto del azul 
de timol se traduce en un desplazamiento de la curva del indicador 
simple hacia la parte inferior derecha del diagrama cromático.
Este indicador mixto propuesta presenta la siguiente secuen­
cia de color: rojizo-gris-amarillo, señalando la aparición del ama­
rillo el punto final. En este caso se ha eliminado el paso a verde 
que aparece en el indicador mixto desarrollado en el apartado ante­
rior de este trabajo.
En las figuras 39 y 40 se presentan la variación de la 
concentración óptica y la variación de la diferencia de color 
respecto al volumen de valorante, respectivamente.
La intensidad del pico correspondiente al indicador mixto 
es ligeramente superior a las intensidades de pico del violeta 
cristal-neozapon y violeta cristal-azul de timol. El pico es más 
agudo que el presentado por el indicador simple, lo que se puede 
traducir en una mayor exactitud en las valoraciones.
Para las valoraciones visuales se prepara el indicador mixto 
según la siguiente relación de concentraciones:
0,025 mi de violeta cristal 0,1 % - 2,75 mi de amarillo de neoza 
pon 0,01 °/o - 1 mi de azul de timol 0,01 °/o.
En la tabla 33 se ofrecen los resultados obtenidos en
las valoraciones visuales. De su análisis se deduce que el indica­
dor mixto propuesto proporciona mayor exactitud que el simple, per­
mite la determinación de cantidades hasta 3,8 mg de metformin con
errores inferiores al 0,9 o^, mientras que el indicador simple p a m
dicha cantidad de muestra presenta un error del 6,8 °/o.
La precisión es similar para ambos indicadores, sin embargo, 
al ser más nítido el viraje para el indicador mixto permite deter 
minar cantidades de metformin más bajas con un error aceptable.
Las características de este indicador son similares a las 
obtenidas para el mixto propuesto en el apartado anterior (violeta 
de metilo-neozapon-azul de timol), si cabe la ventaje de éste es 
presentar menor número de estadios de color, lo que puede resul­




color verdadero color complementario
X Y Z X Y Z
0,00 76860,0 77958,0 95553,1 10659,4 11064,8 10954,6
2,00 77446,0 78598,1 95767,4 10295,2 10668,7 10831,2
4,00 73058,9 79494,4 95998,2 9907,8 10139,7 10700,2
4,50 78395,6 80163,0 96035,9 9692,9 9751,0 10681,6
4,70 78707,5 80907,0 96023,9 9487,9 9325,4 10690,7
4,80 78954,5 81614,5 95331,5 9324,7 8926,6 10797,9
4,90 79536,3 33032,8 95735,4 8944,9 8149,0 10832,4
4,95 80257,7 84453,4 95663,1 8566,9 7394,5 10908,9
5,00 81346,7 85551,3 95222,0 7993,5 6317,3 11161,7
5,05 83710,1 89890,1 94315,7 6815,4 4570,9 11676,4
5,10 85913,4 92101,1 93241,5 5745,9 3609,4 12279,6
5,20. 88093,1 93865,7 92373,6 4715,6 2780,0 12769,8
5,50 90018,4 95303,5 91670,8 3338,7 2121,1 13177,7
6,00 90690,5 95737,5 90994,7 3549,7 1927,8 • 13565,2
Tabla 74.-^ Valores triestímulus de la transición de
color cuando se utilizan: 0,025 mi de violeta cristal
































Tabla 75.- Variación de la concentración óptica 
en las condiciones de la tabla 74.




























Tabla 76.- Variación de la diferencia de color
en las condiciones de la tabla 74. I
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color verdadero color complementario
vi mi 1
V. X Y' Z X Y Z
0,00 79662,2 80328,9 96330,3 9088,2 9702,4 10521,6
2,00 79824,6 79736,2 97328,8 8995,5 10019,7 9980,7
4,00 79774,8 78947,7 98393,6 9017,4 10460,2 9412,4
4,50 79978,7 79407,9 98467,3 8869,1 10183,1 9375,7
4,70 80283,9 80177,9 98432,9 8657,6 9727,8 9396,5
4,80 80790,5 81332,1 98368,1 8339,5 9069,4 9434,6
4,90 81983,5 83912,5 97719,8 7555,2 7658,2 9787,4
4,95 83734,8 86563,2 97134,3 67757,5 6289,3 10110,5
5,00 86008,0 88924,9 95931,8 5643,9 5119,1 10761,1
5,05 87277,2 90011,8 95333,9 5046,5 4594,4 11085,9
5,10 88264,2 90724,0 94919,0 4590,8 4250,4 11312,1
5,20 89145,9 91415,1 94634,8 4188,9 3937,8 11470,3
5,50 90089,3 92039,6 94150,3 3768,1 3651,4 11737,9
6,00 90459,7 92247,6 93648,1 3611,9 3559,8 12014,2
Tabla 77.- Valores triestímulus de la transición de color 
cuando se utilizan: 0,025 mi de violeta cristal 0,1 °/o, 
































Tabla 78.- Variación de la concentración óptica
en las condiciones de tabla 77.
vfml)
V.
A E * AE*/Av V
0,00
























0,576 1,15 ' 5,75
6,00
Tabla 79.- Variación de la diferencia de color 




colar verdadero color complementario
X Y Z X Y Z
0,00 81786,8 80302,7 112154,8 8040,2 9760,5 2659,3
2,00 81831,8 79626,2 113200,3 8031,2 10132,6 2188,1
4,00 81703,4 78634,1 114466,3 8129,3 10706,1 1624,8
4,50 81802,3 78888,1 114541,9 8049,3 10548,0 1590,8
4,70 81932,6 79284,9 114548,1 7948,4 10307,1 1587,0
4,80 82157,4 79826,1 114516,4 7795,2 9985,8 1600,0
4,90 82479,2 80774,9 114367,2 7572,4 9434,2 1564,6
4,95 82906,5 81731,9 114154,4 7305,3 8889,0 1758,5
5,00 83904,2 83693,7 113790,1 6736,6 7815,3 1919,4
5,05 85521,6 86055,9 112918,6 5879,7 6574,2 2311,7
5,10 87524,7 88125,9 111560,0 4863,9 5524,5 2930,8
5,20 89370,4 89585,2 110256,2 3965,6 4809,6 3532,5
5,50 91027,4 90781,4 109053,9 3195,5 4251,1 4094,2
6,00 91590,4 91133,9 108600,3 2933,8 4078,2 4307,8
Tabla 80.- Valores triestímulus de la transición de 
color cuando se utilizan: 0,025: mi de violeta cristal 
0,1 °/o y 1 mi de azul de timol 0,01 °/o.
vfml)
V.




























Tabla 01.- Variación de la concentración óptica
en las condiciones de la tabla 80.
vfml)
V.




























Tabla 82.- Variación de la diferencia de color




Figura 38.- Curvas de transición de color de las mezclas 
indicador-colorantes. Sistema CIE L a b  1976.
I.- 0,Q5 mi de violeta cristal 0,1 %; II.- 0,025 mi de vio 
leta cristal 0,1 °/o y 2,75 mi de amarillo de neozapon 0,01 %  
III.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 % y 1 mi de azul de 
timol 0,01 %; IV.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 %  2,75 







I.- 0,05 ni de violeta cristal 0,1 %; II.- 0,025 mi de 
violeta cristal 0,1 °/o y 2,75 mi de amarillo de necza- 
pon 0,01 %; III.- 0,025 mi de violeta cristal 0,1 %, 
y 1’mi de azul de timol 0,01 %; IV.- 0,025 ni de vio­
leta cristal 0,1 °/o, 2,75 mi de amarilla de neozapon 
0,01 % y 1 mi de azul de timol 0,01 %.






I.- 0,05 mi de violeta cristal G,1 %• II,- 0,025 mi 
de violeta cristal 0,1 °/o, y 2,75 mi de amarillo de 
neozapon 0,01 III.- 0,025 mi de violeta cristal 
0,1 % y 1 mi de azul de timol 0,01 IV.- 0,025 mi 
violeta cristal-0,1 °/o, 2,75 mi de amarillo de neoza­
pon 0,01 °/o y 1 mi de azul de timol 0,01
Figura 40.- Variación de la diferencia de color 










simple 38,90; 38,52; 38,52; 
38,71; 38,52.
38,63 0,4 0,6




simple 15,71; 15,64; 15,71; 
15,64; 15,86.
15,71 0,6 2,2




simple 4,08; 4,12; 4,10; 
4,12; 4,03.
4,10 0,5 6,8




simple 1,72; 1,75; 1,72; 
1,68; 1,75.
1,72 1,8 12,4




simple no se observa 
vira ,je
- - -
mixto 0,84; 0,86; 0,88; 
0,86; 0,84.
0,85 1,9 11,3
Tabla 83.- Valoraciones visuales. Comparación entre el 
indicador V C - A N - A T y e l  violeta cristal.
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II.3.4.- CONCLUSIONES
_ Se realizan, medidas espectrof otométricas- de la .valoración de 
metformin con HCIO^ en medio acética glacial y distintos indicadores 
Se establece la transición de color para cada uno de ellos.
_ Las transiciones cromáticas más largas corresponden al viole­
ta de metilo y violeta cristal.
_ Se representan los diagramas Aj/Av y AE*/Av frente al volu­
men de valorante adicionado, para cada uno de los indicadores estu­
diados.
_ La mayor concordancia entre el pico máximo y el punto final 
potenciométrico, del análisis de los dos gráficos, corresponde al 
violeta cristal y violeta de metilo. Las restantes indicadores pre­
sentan errores inferiores al 2°/o.
_ La altura de pico establece la nitidez del viraje, en base 
a esto, el violeta cristal sobre todo y también el violeta de metilo 
podrían considerarse como los más nítidos en esta valoración. Sien­
do también nítido el verde de malaquita, como muestra la figura 
&E*//\v frente v(ml) de valorante añadido.
_ De lo anteriormente expuesto se proponen como más recomenda­
bles en la valoración de biguanidas con HCIO^ en medio acético gla­
cial el violeta cristal y el violeta de metilo; recomendable el ver 
de de malaquita y no recomendables el G.O Tropaolin y el púrpura 
de bromocresol.
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— Se buscan indicadores mixtos para mejorar el viraje del vio­
leta de metilo y violeta cristal.
— De las experiencias realizadas se proponen como nuevos indi­
cadores mixtos:
violeta de metilo : amarillo de neozapon : azul de timol 
(1,7 : 4,7 : l) 
violeta cristal : amarillo de neozapon i- azul de timol 
(1 : 11 : 4)
_ Las representaciones de la variación deAJ y deAE**, demuestran 
que mejoran la exactitud y la nitidez del viraje, con respecto a 
los correspondientes indicadores simples.
_ Se realizan valoraciones visuales para comparar los resulta­
das obtenidos con el indicador simple y el mixto'correspondiente; 
se logran resultados más exactos para cualquier concentración de 
metformin a la vez que se mejora la nitidez y la comodidad en la 
observación del viraje, por lo que ambos indicadores propuestos 
resultan ventajosos.




Recientemente se han desarrollado diferentes procedimientos 
éxtracto-colorimétricos para determinar la clorhexidina en distin­
tas preparadas farmacéuticos. Todos ellos están basadas en la for­
mación de pares iónicas entre la biguanida en forma catiónica y un 
reactivo coloreada aniónico: naranja de metilo, azul de timol, ver­
de y púrpura de bromocresol y azul de bromotimol (70)(71)(72)(73).
El par iónica formado es fácilmente soluble en disolventes 
apolares (el más utilizado es el cloroformo) que actúan como agen­
tes extractantes. Una variable experimental importante para la for­
mación de estos sistemas es el pH del medio ya que se ha de dispo­
ner de las formas iónicas adecuadas tanto de la biguanida como del 
contraión, siendo el pH de precipitación ligeramente ácido ó neutro.
En la bibliografía existente tan solo se encuentra la aplica­
ción analítica de este tipo de compuestos, sin un estudio químico 
previo de los productos de reacción implicadas. Unicamente se ha 
descrito la estequiometría de la reacción naranja de metilo-clorhe- 
xidina, que resulta ser 2:1 (72).
En esta parte de la memoria se procede a estudiar estos sis­
temas tratando de simplificar los procedimientos analíticos existen 
tes. Para ello se parte de la base de que la solubilización, disper 
sión ó peptización con agentes tensioactivos de estos pares iónicos 
puede permitir la evaluación directa de la clorhexidina, obviando 
el procesa de distribución líquido-líquido.
De los ensayas previas realizados se deduce como más conve­
niente el sistema Verde de bromocresol-clorhexidina-Triton X-100, 
desarrollándose el procedimiento analítico resultante en dos mo­
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dalidades diferentes:
1.- Determinación calorimétrica convencional
2.- Determinación colorimétrica mediante análisis por 
inyección en flujo (FIA)0
II.4.1.-ENSAYOS PREVIOS
Utilizando semimicrotubo de ensayo se introducen en este orden:
-4 , -4
disolución de clorhexidina 2 10 M, disolución de contraión 4 10
M ajustándose el medio a pH 5-6 con gotas de tampón acético-acetato 
y por último se adiciona el agente tensioactivo; la relación bigua- 
nida-reactivo coloreada es aproximadamente 1:2. También se preparan 
disoluciones blanco idénticas pero exentas de clorhexidina.
Los colorantes ensayados son naranja de metilo, verde de bro- 
mocresol, azul de timol y púrpura de bromocresol. Los surfactantes 
no iónicos estudiados: Tritón X-100, Emulsogen EL, Nemol K10/30, 
Emulsogen LP, Emulsogen M, Emulsogen MS y goma arábiga.
La observación visual de dichas reacciones revela un mayor 
contraste de color entre la disolución que contiene clorhexidina y 
el blanco correspondiente para el caso del verde de bromocresol que 
para cualquier otro contraión. El color de la primera resulta ser 
verde azulado siendo el de la segunda verde amarillento, observándo 
se que si se adiciona más biguanida que la correspondiente a la re­
lación 1:2 la disolucsión toma color azul. Las disoluciones corres­
pondientes al azul de timol y púrpura de bromocresol no presentan 
diferencias de color apreciable.
Se registran los espectros de absorción en el visible de las 






Figura 41.- Espectros correspondientes a disoluciones
naranja de metilo-clorhexidina-emulsogen EL,( ) y
naranja de metilo-emulsogen EL (---) a distintas con­
centraciones de tensioactivo. |N M| _ _ = 2,4 10 ^





verde de bromocresol (ver figuras 43 y 44) frente a blancos patrón
de agua desionizada y se comparan con los espectros de las disolu­
ciones similares pero exentas de clorhexidina frente al mismo blan 
co. Los espectros muestran que los desplazamientos de las bandas 
de absorción respecta a las referencias son poco relevantes (valor 
máximo 20 nm), aunque la presencia de biguanida suele intensificar 
dichas bandas.
Evaluando los factores desplazamiento e intensificación de 
las bandas, el calorante resultó ser el verde de bromocresol, ya 
que incrementa en mayor medida la intensidad da la banda de absor­
ción (máximo 62Q nm) aún absorbiendo prácticamente a la misma lon­
gitud de onda que la referencia.
De los agentes surfactantes ensayados el Tritón X-1QG resul­
tó ventajoso ya que proporciona una mayor sensibilización de la 
reacción a la vez que es un reactiva de fácil acceso comercial.
También se observó que el orden de adición de los reactivos 
no influía significativamente en el valor de la Absorbancia, por 
lo que se eligió el siguiente: a la mezcla de verde de bromocresol 
y clorhexidina se adiciona el tampón y posteriormente el Tritón 
X-100.
Teniendo en cuenta este orden de adición y los espectros ob­
tenidos (valores de absorbancia nulos en determinadas zonas) se 
puede hablar de solubilización de los pares iónicos por formación 
de micelas.
Interpretación de los espectros obtenidos
Con el objeto de interpretar los espectros obtenidos en los 
ensayos previos y los fenómenos que los originan, se han desarro-
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liado experiencias que han permitido obtener una serie de conside­
raciones que se exponen a continuación, apoyándose en los datos 
bibliográficos referentes al comportamiento del verde de bromocre- 
sol en solución acuosa. Se han comparado los espectros de absorción 
del reactivo en solución acuosa y en presencia de Tritón X-100 (0,1 
°/o) y estos últimos con los correspondientes al producto de reac.- 
ción con clorhexidina.
En la figura 42 se dan los espectros de soluciones acuosas 
de verde de bromocresol a diferentes valores de pH (El intervalo de 
trasición de color es 3,8-5,4, a pH 3,8 el color de la solución es 
amarillo y a pH 5,4 azul; pK 4,66 1=0,1 M (186)) y en la figura 43 
los correspondientes a soluciones de reactivo que contienen un 0,1% 
de trion X-100, observándose un desplazamiento batocrómico de la 
banda que en solución acuosa aparece con máxima a 615 nm y uno hi£ 
socrómico de la correspondiente a 440 nm, este efecto se da general 
mente en soluciones acuosas de colorantes que contienen agentes ten 
sioactivos.
La acción del Tritón X-100 sobre el verde de bromocresol mo­
difica el equilibrio entre la forma neutra y la aniónica, aumentan 
do el valor de pK, por lo que amplía la zona de existencia de la es 
pecie neutra, hecho que se pone de manifiesto en la figura 44. Este 
mismo efecto se observa si el medio va perdiendo polaridad (186).
Al añadir biguanida a la solución del reactivo en Tritón X- 
100 se observa un efecto hipercrómico de la banda de máximo 620 nm 
y uno hipocrómico de la que aparece sobre 420 nm, hecho que puede 
ser explicado teniendo en cuenta que la biguanida protonada favore 
ce el desplazamiento del equilibrio hacia la especie aniónica del 
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Figura 42.- Espectros correspondientes a disoluciones 
acuosas de verde de bromocresol 2,9 10 ^ M a diferentes 







Figura 43.- Espectros correspondientes a disoluciones de verde de bromocresol 6,72 10 M i
y! Tritón X-100 0,1 °/o a diferentes valores de pH: 1.- 3,97 ; 2.- 4,35; 3.- 4,64; 4,- 4,91 ;







4,00 6,00 8,00 1,00 pH
Figura 44.- Curvas A = f(pH) para el verde de bromocresol en medio 





Se elige como longitud de onda de trabajo 63Q nm (máximo del
espectro de la disolución Verde de Bromocresol-Clorhexidina-Triton
X-1G0 frente a blanco Verde de Bromocresol-Triton X-100, figura 46) 
por presentar variaciones positivas y más acusadas que las corres­
pondientes a 420 nm.
Las variables que se estudian a continuación son:
-Influencia de la acidez.
-Influencia de la concentración de Tritón X-100.
-Influencia de las especies tamponantes.
II.4.2.- INFLUENCIA DEL MEDIO
1.- INFLUENCIA DE LA ACIDEZ
Para conocer la zona óptima de pH en la formación de los 
productos verde de bromocresol-clorhexidina solubilizados en Tritón 
X-100, se desarrollan los espectros de absorción de varias muestras 
a diferentes valores de pH en el intervalo 4-6,2.
Método
Las disoluciones se preparan por mezcla de 1 mi de solución 
-4
de clorhexidina 3,67 10 M, 3,2 mi de verde de bromocresol 5,25 
10 ^ M, 5 mi de mezcla reguladora (Ac /HAc , 1=0,5 M) de pH adecua­
da, 1 mi de tritón X-100 2,5 % y finalmente se lleva el volumen a 
25 mi con agua desionizada. El blanco patrón se prepara de la mis­
ma forma omitiendo la clorhexidina.
Se registran los espectros de absorción de las disoluciones 
verde de bromocresol-clorhexidina frente a blanco agua y los de 
las disoluciones verde de bromocresol-clorhexidina-Triton X-100 
frente a blancos agua y disolución exenta de clorhexidina; las
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celtdas utilizadas son de 1 cm de esmino óptica y se termostats a 
259?C.
Ressultados y discusión
Las espectros registrados se dan en las figuras 43, 45 y 46. 
En la tabla 84 se dan los valores de absorbancia a 630 nm de las 
dif'erentes soluciones verde de bromocresol-clorhexidina frente a 
blaanco patrón y en la figura 47 se representan dichas absorbancias 
en función del pH, los espectros correspondientes a las citadas di 
solluciones son los que aparecen en la figura 46. En dicha figura 
se observa que a medida que aumenta el pH lo hace la intensidad de 
la banda de absorción (máximo 630 nm], sufriendo el máximo un des- 
plaazamiento batocrómico e hipocrómico a partir de pH 5,60.
A la vista de la figura 47 se deduce que el intervalo de pH 
máss adecuado sería el comprendido entre 5,20-5,60, la amplitud del 
inttervalo es pequeña como cabía esperar, puesto que la formación 
de pares iónicos se dará en la zona donde predominan ambas formas 
iórnicas necesarias.
PH A PH A
3,96 0,020 5,28 0,205
4,36 0,055 5,60 0,207
4,65 0,096 6,00 0,180
4,92 0,140 6,20 0,140
Tahbla 84.- Valores de absorbancia a 630 nm y 259C para disolucio- 







A (rim)400 500 600
Figura 45.- Espectro^ correspondientes a disoluciones de clorhexidina 1,47 10 M-verde de 
bromocresol 6,72 10 M-triton X-100 0,1 % a diferentes valores de pH: 1.- 3,96; 2.- 4,36;






Figura 46.- Espectro^ correspondientes a disoluciones de clorhexidina 1,47 10 M-verde de 
bromocresol 6,72 10 M-tritón X-100 0,1 % frente a blanco VB-tritón X-100 a diferentes 
valores de pH: 1.- 3,96; 2.- 4,36; 3.- 4,65; 4.- 4,92; 5.- 5,28; 6.- 5,60; 7.-6,00 y 







Figura 47.- Influencia del pH en la absorbancia de 
disoluciones Verde de Bromocresol-Clorhexidina-Tri_ 
ton X-100 . (blanco: verde de cromocresol-Triton X-100).
2.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE TRITON X-lOO 
Método
Se procede a la obtención de los espectros de absorción de 
las disoluciones verde de bromocresol-triton X-100 y verde de bromó 
cresol-clorhexidina-tritón X-100 adecuadamente tamponadas a pH 5,35 
(tampón Ac /HAc, 1=0,5 M). Como blanco de referencia se utiliza a- 
gua desionizada y para el sistema ternario además la primera de las 
disoluciones citadas. Las celdas empleadas son de 1 cm de camina 
óptico manteniéndose la temperatura a 25QC.
Las disoluciones correspondientes se preparan pipeteando 2,5
-4
mi de clorhidrato de clorhexidina 3,67 10 M, 3,5 mi de verde de
-4
bromocresol 5,25 10 M, 5 mi de tampón de pH 5,35 y distintas 
cantidades de Tritón X-100 2,5 °/o ( 0,75; 1,00; 1,50; 2,00; 5,00 y 
10,00 mi) llevando el volumen final a 25 mi.
Resultados y discusión
Los espectros correspondientes se muestran en las figuras 48, 
49 y 50. En la tabla 85 se dan los valores de absorbancia a 630 nm 
y en la figura 51 se representan dichas lecturas frente a la concen­
tración de agente tensioactivo.
Por observación visual se ve que las cantidades de tritón 
X-100 ensayadas mantienen el sistema solubilizado al manos una sema 
na, excepto la concentración de 0,08 °/o que tan solo lo hace durante 
un cuarto de hora (espectro 1 de las figuras 49 y 50).
La influencia que sobre las disoluciones verde de bromocresol- 
triton X-100 y verde de bromocresol-clorhexidina-tritón X-100 ejer­
ce la concentración de tritón X-100 presente, se manifiesta en el
1, QOG
A (nm)40G 500 600
Figura 48.- Espectros correspondientes a disoluciones de verde de bromocresol 7,35 10 ^ M y 








Figura 49.- Espectros correspondientes a disoluciones de
-5 -5
verde de bromocresol 7,35 10 M -clorhexidina 3,67 10 M
y tritón X-100 variable: 1.- 0,08 °/>; 2.- 0,10 %; 3.- 0,15 %;
4.- 0,20 °/o; 5.- 0,5 °/o y 6.- 1,0 %.
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0,500




Figura 50.- Espectros correspondientes a disoluciones 
de verde de bromocresol 7,35 10 ^ M-clorhexidina 3,67
_5
10 M y tritón X-100 variable frente a blanco VB- 
Triton X-100. 1.- 0,00 °/o; 2.-. 0,10 %; 3.- 0,15 °/o ;




0,20 °/o tritón X- 1000,600,40
Figura 51.- Influencia de la concentración de tritón X-100.
Valores de absorbancia a 630 nm de disoluciones que contienen
-5 —5
verde de bromocresol (5,25 10 M) y clorhexidina (3,67 10 M)
y distintas cantidades de tritón X-100 frente a blanco agua (il)
y blanco VB- Tritón X-100 (ill); I.- VB-tritón X-100 frente a
blanco agua.
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mismo sentido, disminuir la absorbancia del máximo correspondien­
te a medida que aumenta aquella, sin embarga, este efecto es menos 
acusado en el caso del reactivo (ver figura 5l) observándose tam­
bién un desplazamiento batocrómico de la banda que aparece sobre 
62Q nm.
En la figura 51 se observa que para concentraciones de tri­
tón X-100 superiores al 0,2 % la disminución de absorbancia a 
630 nm de la disolución verde de bromocresol-triton X-100 es peque 
ña y menos acusada para el caso del sistema ternario. A la vista ote 
esto, se puede trabajar con una concentración de tensioactivo de 
0,1 % si se quiere que la determinación correspondiente sea más 
sensible, ganándose seguridad si se trabaja a concentraciones supe 
riores ál 0,2 °/o.
Conc. de
Tritón X-100 (%) Ai A2
A
3
0,1 0,768 1,335 0,618
0,15 0,722 1,121 0,431
0,2 0,681 1,042 0,360
0,5 0,642 0,841 0,202
1,0 0,620 0,731 0,121
Tabla 85.- Valores de absorbancia a 630 nm y 259C de disoluciones 
Verde de bromocresol-Triton X-100 y Verde de bromocresol-Clorhexi- 
dina-Triton X-100 frente a blanco agua (A y A^ respectivamente) y 
también blanco Verde, de bromocresol-Triton X-100 para las segundas 
(A ) a distintas concentraciones de Tritón X-100.
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3.- INFLUENCIA DE LAS ESPECIES TAMPONANTES
Con el objeto de elegir el tampón más adecuado de entre los 
que cubren la zona óptima de pH adecuada (5,20-5,60), se realizan 
una serie de experiencias que se exponen a continuación.
Método
Los tampones estudiados son: Acético/Acetato, Ftálico/Ftalato, 
Cítrico/Citrato, Cítrico/Fosfato y Succínico/Succinato. Se preparan 
con máxima capacidad reguladora a 1=0,5 M, siendo el pH 5,35.
Las soluciones se preparan en matraces aforados pipeteando 2
-4 ’
mi de clorhexidina 3,67 10 M, 3,5 mi de verde de bromocresol 5,25 
10 ^ M, 5 mi del tampón correspondiente y 1 mi de tritón X-100 2,5%. 
Se afora a 25 mi con agua desionizada. También se preparan disolu- 
ciones blanco patrón de idéntica forma pero exenta de biguanida.
Las medidas de absorbancia se realizan de la forma descrita 
en los apartados anteriores.
Resultados y discusión
Los espectros correspondientes a las disoluciones biguanida- 
verde de bromocresol-triton X-100 y verde de bromocresol-triton 
X-100 se dan en las figuras 52, 53 y 54.
De la observación del gráfico 54 se deduce que las tampones 
cítrico/citrato, cítrico/fosfato y succínico/succinato proporcio­
nan las mayores diferencias en la absorción entre la disolución 
con clorhexidina y la del "blanca" (verde de bromocresol-triton 
X-100). Sin embargo, de éstos tres resulta más adecuado el succí- 
nico/suucinato ya que intensifica en menor medida la absorción de­
bida al reactivo libre (figura 52).
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Figura 52.- Espectros correspondientes a disolucio-
-5
nes de verde de bromocresol 7,35 10 M - tritón X-lüü 
0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1.- Acético/Acetato; 
2.- Ftalico/Ftalato; 3.- Cítrico/Citrato; 4.- Cítrico/ 
Fosfato y 5.- Succínico/Succinato.
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1,000
400 500 600 A  (nm)
Figura 53.- Espectros correspondientes a disoluciones
-5 -5
verde de bromocresol 7,35 10 - clorhexidina 2,94 10 M -
tritón X-100 0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1.- Acético/
Acetato; 2.- Ftálico/Ftalato; 3.- Cítrico/Citrato; 4.-




Figura 54.- Espectros correspondientes a disoluciones
-5 -5
verde de bromocresol 7,35 10 M - clorhexidina 2,94 10
M - tritón X-100 0,1 % tamponadas a pH 5,35 con: 1.- Acé
tico/Acetato; 2.- Ftálico/Ftalato; 3.- Cítrico/Citrato ;
4.- Cítrico/Fosfato; 5.- Succínico/Succinato. El blanco
utilizado es VB-Triton X-100.
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II.4.3.- ESTABILIDAD DE LAS DISOLUCIONES
Método
Se preparan 3 disoluciones de verde de bromocresol-clorhexi 
dina-triton X-100 en las que la relación de concentraciones se man 
tiene constante e igual a tres (verde de bromocresol/biguanida), pe 
ro con distintas concentraciones de clorhexidina. Paralelamente se 
preparan los blancas patrón respectivos de verde de bromocresol-tri 
ton X-100, en todos los casos se tampona a pH 5,35 con succínico/ 
succinato (5 mi), siendo la concentración de tensioactivo del 0,l°/o. 
El orden de adición de los reactivos es el descrito en los aparta­
das anteriores.
Se toman medidas de absorbancia de las disoluciones, frente 
a un blanco de reactivo-tritón X-100, en el transcurso del tiempo 
manteniendo las disoluciones a temperatura ambiente y a 630 nm.
Resultados y discusión
Los resultados obtenidos se dan en la figura 55. Las solucio 
nes son estables por lo menos 24 horas, disminuyendo la absorban­
cia a las 48 horas. El porcentaje de pérdida de absorbancia es el 
mismo para las tres disoluciones y corresponde a un 50 °/o a las 
48 horas.
0,400
0 - 0 - 0
0, 200-q Q-Q.
7h 24 48 h t10 30mn
Figura 55.- Estabilidad de las disoluciones VB-Clorhexidina-tritón X-100
-5 -5
Concentración de clorhexidina: 1.- 2,64 10 M; 2.- 2,06 10 M ; 3.-
1,47 10-5 M.
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II.4.4.-NATURALEZA DEL SISTEMA VERDE DE BRQMOCRESQL-
CLORHEXIDINA EN PRESENCIA DE TRITON X-lOO
Se realiza el estudio químico del sistema verde de bromocre—  
sol-clorhexidina con el fin de conocer la estequiometría del com­
puesto ó compuestos formados, así como las constantes condiciona­
les de equilibrio.
Para ello se estudia el sistema en presencia y ausencia de 
agente tensioactivo y se aplican los métodos de las relaciones ma­
lares, determinación del número de especies absorbentes y método 
de Asmus.
1.- ESTEQUIOMETRIA DEL SISTEMA VERDE DE BROMOCRESOL-CLORHEXIDINA 
EN AUSENCIA DE TRITON X-100.
Método
Se llevan a cabo medidas espectrofotométricas de la reacción 
entre el verde de bromocresol y la biguanida sin la presencia de 
agente tensioactivo, con el fin de obtener la estequiometría de 
la especie ó especies que se forman.
-4
Para ello se mezclan 5 mi de verde de bromocresol 1,11 10
M a pH 5,35 (tampón succínico-succinato), cantidades crecientes de
-4
clorhexidina 7,92 10 M y los volúmenes correspondientes de agua 
desionizada hasta un volumen final de 10 mi, en tubos de centrífu­
ga. Una vez centrifugada se extrae una alícuota del líquido sobre 
nadante y se lee su absorbancia a 615 nm frente a blanco agua des­
ionizada, con el fin de evaluar el exceso de verde de bromocresol.
Se prepara otra serie en la que la clorhexidina se mantiene
/• -5 .
constante ^5 mi de clorhexidina 2,23 10 M, pH 5,35J y se adicio-
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nnan cantidades de verde de bromocresol 3,63'10 M, siguiendo el 
mnismo procedimiento descrito en el párrafo superior.
Resultados
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 86 y figura 56. 
PPara ambas series se obtienen tres rectas que se cortan en los pun 
ttos correspondientes a una estequiometría 1:1 y 1:2 para el siste- 
nma sólido clorhexidina-verde de bromocresol.
1- serie: concentración de clorhexidina variable
mi de clorh. C / C "f* c 













0,92 0,57 0,046Di—1 0,67 0,034
2,80 0,80 0,023
2- serie: concentración de verde de bromocresol variable


























Figura 56.- Estequiometría del sistema V.B.-Clorhexidina en
ausencia de tritón X-100. (ver tabla 86).
2.- METODO DE LAS RELACIONES MOLARES [CURVAS DE SATURACION)
Con el fin de conocer la naturaleza del sistema verde de bro 
mocresol-clorhexidina solubilizado por la presencia de tritón X-100, 
se diseñan varias series de experiencias en las que se mantiene 
constante la concentración de uno de las reactivos y se varía la 
del otro de modo continua.
a).- Variación de la concentración de verde de bromocresol 
Método
Se preparan una serie de disoluciones en las que la concentra
_5
ción de biguanida se mantiene constante e igual a 2,06 10 M, se 
añaden volúmenes crecientes de solución de verde de bromocresol 
5,54 10 ^ M, 5 mi de la solución tampón succínico/succinato, 1 mi 
de tritón X-100 2,5 % y se afora a 25 mi con agua desionizada. Co­
mo disoluciones de referencia en las medidas de absorbancia se uti 
lizan disoluciones idénticas a las anteriores pero exentas de clor­
hexidina, registrándose los espectros en el intervalo de longitudes 
de onda que va de 500 a 700 nm.
Resultados y discusión
En la tabla 37 se muestran los valores de absorbancia obteni­
dos a 630 nm; los espectros correspondientes a las disoluciones pre 
paradas se dan en la figura 57 no habiendo variación apreciable en 
la posición del máximo.
La representación de las lecturas anteriores frente a la reía
ción C , /C „ [figura 58) señala la estabilización de la absor
V.B. Clorh. v J
bancia para relaciones molares superiores a 2,9, observándose que 








0,30 0,052 1,90 0,239
0,50 0,080 2,11 0,258
0,70 0,102 2,32 0,271
0,90 0,140 2,48 0,283
1,08 0,157 2,69 0,293
1,29 0,183 2,91 0,327
1,51 0,205 3,01 0,329
1,72 0,223 3,23 0,329
-5 ,
-Concentración de Clorh. 2,06 10 M , Tritón X-100 0,1 %.
Tabla 87.- Curva de saturación (variación de la concen­
tración de verde de bromocresol).
A
500 600 ’ A=('rlm)
Figura 57.- Espectros correspondientes a las disoluciones 







Figura 58.- Curva de saturación (variación de la concentración
de verde de bromocresol).
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b).- Variación de la concentración de Clorhexidina 
Método .
En matraces aforados de 25 mi se preparan disoluciones toman
-4
do 3,7 mi de verde de bromocresol 5,54 10 M, volúmenes crecien-
-4
tes de solución de clorhexidina 3,67 10 M, 5 mi de la solución 
tampón y 1 mi de tritón X-100 2,5 °/°.
Como "blanco" para las medidas de absorbancia se toma una di 
solución constituida por reactivo, tampón y tritón X-100 en las 
mismas proporciones que las muestras.
Los resultados obtenidos aconsejaron la realización de otras 
dos experiencias: en una se aumentó la concentración de tensioacti- 
vo a 0,2% y en la segunda se disminuyó el verde de bromocresol a 
2,21 10”5 M„
Resultados y discusión
Los espectros correspondientes a las tres experiencias reali
zas se dan en las figuras 59, 60 y 61 y los valores de absorbancia
respectivos a 630 nm aparecen en la tabla 88, dichas lecturas repre
sentadas frente a la razón molar C / C , aparecen en la figu
Clorh. V.B.
ra 62.
Las disoluciones con relaciones molares C „ , /C,, „ superio
Clorh. V.B. “
res a 0,49 correspondientes a la primera serie realizada presenta­
ron turbidez, por lo que solo se observa una línea recta (figura 
62) cuyo ajuste da la ecuación A = -0,06+16976 C (r=0,999).
A la vista de estos resultados se realizó la segunda experien 
cia obteniéndose una curva de saturación sensiblemente distinta a 
la correspondiente al apartado anterior, no llegándose a saturar 
el sistema verde de bromocresol-clorhexidina aún a valores
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C /C =8,2. Por lo que en principio se puede pensar que co-
Llorh . w a O a
rresponde a una nueva asociación de estabilidad baja.
La tercera serie realizada (curva III, figura 62) muestra que 
dicha asociación no alcanza valores constantes de absorbancia en el 
rango de relaciones molares que va de 0,67 a 20,94.
-5




630 nm CClorh/CV.B. 630 nm
0,10 0,071 0,35 0,303
0,15 0,101 0,40 0,347
0,20 0,143 0,45 0,411
0,25 0,185 0,49 0,463
0,30 0,233 0,61 turbidez
-5






Clorh. V.B. ^630 nm
0,27 0,127 1,73 0,671
0,40 0,192 2,01 0,732
0,53 0,248 2,68 0,860
0,67 0,311 4,02 1,031
0,94 0,431 5,36 1,137
1,23 0,514 8,37 1,262
1,48 0,589
_5
Curva III: concentración de V.B. 2,21 10 M y de tritón X-100 0,1%
CClarh .^V. B. ^630 nm
c /c
Clorh. V.B. ^630 nm
0,67 0,093 4.33 0,366
1,00 0,141 5,03 0,384
1,34 0,174 6,70 0,416
1,68 0,208 10,05 0,469
2,35 0,268 13,40 0,493
3,07 0,303 20,94 0,530
3,70 0,339




Figura 59.- Espectros correspondientes a las disoluciones 







Figura 60.- Espectros correspondientes a las disolucio­
nes de la 2- serie de la tabla 88.
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Figura 61.- Espectros correspondientes a las disolu­








Figura 52.- Curvas de saturación (variación de la concentración de i
clorhexidina (ver tabla 38).
275
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3.- DETERMINACION DEL NUMERO DE ESPECIES ABSORBENTES 
Fundamentos
Con el fin de determinar el número de especies que absor­
ben en la zona de longitudes de onda de Ínteres, se aplica el 
método de Coleman, Varga y Mastin(l87) a los datos experimenta­
les obtenidos y cuyo fundamentóle basa, en el hecho de que si se 
desarrolla el espectro de absorción de una serie de disoluciones 
en las que se varía regularmente la concentración de uno de los
reactivos, se obtienen un conjunto de datos de absorbancia A. .
13
(los subíndices i indican la longitud de onda y j la composi­
ción de la disolución). Con estos datos podemos construir una 







- El rango de una matriz nos da el número de elementos li— 
nealmente independientes de la misma, que para una matriz de ab­
sorción coincide con el número de especies absorbentes en la di 
solución.
Si la matriz es de rango R, deben hacerse igual a cero to 
dos los determinantes de orden R + 1.
Si sola existe una especie absorbente, R=1 y por tanto:
Representando los puntos (x,y) de coordenadas 
debe obtenerse una línea recta que pase por el origen.











Dicha ecuación restringe los puntas (x,y) de coordenadas
(A. ./A.0t , A.,. / A.„,) a una línea recta. Por lo tanto, una re
id 1 J i 3 1 J
ipresentación gráfica de las absorbancias a tres longitudes de on
da distintas, proporciona un test para conocer si una serie de 
espectros puede describirse en términos de dos especies absor­
bentes.
Si R=3 la aplicación del método es más compleja.
Sin embargo, si la suma de las concentraciones de las es-
- 278 -
pecies absorbentes en solución se mantiene constante se simpli­
fica el método. Esta situación se da cuando se trata de comple­
jos metálicos ML y en la serie de disoluciones se varía la con 
n ~
centración de ligando, manteniéndose constante la de metal, cum 
pliendose la relación:
N
(ML ) = cte 
n
n=0
Así, para el caso de dos especies absorbentes y en el su­
puesto anterior, el rango de la matriz IIA - A ,.||es la unidad,
J J
por lo que representando (A. .- A ) a la longitud de onda i,
i J i j
frente a la diferencia fA „ . - A . .) a otra longitud de onda iT
i j i J
se obtendrá una línea recta que pase por el origen.
Del mismo modo, para tres especies absorbentes, el rango 
de la matriz J|A^  - Jlse reduce a dos, siendo entonces la si 
tuación análoga a la descrita para dos especies absorbentes con 
estequiometría no constante. Así, la representación de
(W )/(Vj- V r 3 frente a
deberá ser una línea recta.
Método
Se utilizan los valores experimentales de las series de 
disoluciones preparadas y estudiadas en anteriores apartados 
clasificadas en dos grupos:
a).- Variación de la concentración de verde de bromocresol
Intervalo estudiado 1,29 £ Clf _ /C__ ^ 2,90
’ V.C. Clorh.
b).— Variación de la concentración de clorhexidina (35 serie)
Intervalo estudiado 0,67^ C * , /C,. _ ^  10,01
* Clorh. V.B. ’
Las absorbancias utilizadas se registraron en el intervalo 
550-670 nm cada 10 nm.
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Resultados y discusión
Los valores de absorbancia a cada longitud de onda de las 
disoluciones preparadas se dan en las tablas 89 y 9G.
Al representar A. frente a A tanto para la serie a] como 
ij 630j
para la b) [figuras 63 y 64), se obtienen líneas rectas que pasan 
por el origen de coordenadas, por lo que en todas las condiciones 
de trabajo estudiadas únicamente hay una especie absorbente.
Absorbancia 630 nm
A[nm) C /C 1,29 
VB .Clorh.
1.,51 .1,72' 1 ,90 2,11 2,32 2,48 r->,91
550 0,064 0 072 0,078 0 086 0 088 0 094 0,094 0 109
560 0,077 0 088 0,094 0 102 0 107 0 114 0,114 0 132
570 0,092 0 104 0,112 0 120 0 128 0 135 0,137 0 158
580 0,107 0 120 0,130 0 139 0 148 0 156 0,160 0 185
590 0,117 0 132 0,142 0 153 0 164 0 172 0,178 0 207
600 0,135 0 151 0,163 0 175 0 188 0 197 0,204 0 237
610 ' 0,153 0 171 0,186 0 199 0 214 0 224 0,233 0 269
620 0,172 0 192 0,209 0 223 0 241 0 252 0,262 0 302
630 0,183 0 205 0,223 0 239 0 258 0 271 0,283 0 327
640 0,176 0 198 0,215 0 231 0 249 0 263 0,277 0 322
650 0,148 0 166 0,182 0 196 0 211 0 224 0,237 0 281
660
ooi—i
o* 0 122 0,134 0 145 0 155 0 166 0,179 0 218
670 0,069 0 079 0,087 095 0 101 0 110 0,119 0 151
Tabla 89.- Determinación del número de especies absorbentes 
[serie: variación del verde de bromocresol).
(nm)
Absorbancia 630 nm
C /C 0.67 
Clorh. VB
1,01 1,34 1.,68 2,35 , 07 3,70 4,33 5,03 6,70 10,05
55G 0,031 0,046 0,058 0 0S9 0,091 0 098 0,109 0 121 0 127 0 131 0 140
560 0,038 0,057 0,071 0 085 0,110 0 121 0,134 0 147 0 154 0 160 0 173
570 0,046 0,068 0,084 0 101 0,131 0 145 0,161 0 175 0 183 0 192 0 209
580 0,054 0,080 0,098 0 118 0,152 0 170 0,188 0 205 0 214 0 226 0 247
590 0,059 0,088 0,109 0 131 0,170 0 191 0,213 0 232 0 242 0 257 0 283
600 0,067 0,102 0,125 0 151 0,195 0 219 0,244 0 265 0 276 0 295 0 328
610 0,078 0,117 0,144 0 173 0,223 0 252 0,280 0 303 0 316 0 339 0 379
620 0,087 0,132 0,162 0 195 0,251 0 284 0,316 0 342 0 358 0 386 0 433
630 0,093 0,141 0,174 0 208 0,268 a 303 0,339 a 365 0 384 0 416 0 469
640 0,089 0,135 0,167 0 200 0,258 0 291 0,326 0 353 0 372 0 404 0 458
650 0,073 0,112 0,139 a 166 0,216 0 244 0,274 0 298 0 317 0 344 0 393
660 . 0,052 0,080 0,100 0 120 0,153 0 177 0,201 0 220 0 237 0 259 0 297
670 0,031 0,049 0,063 0 076 0,101 0 112 0,129 0 144 0 ,158 0 173 0 ,201

























Figura 63.- Determinación del número de especies absorbentes ( serie 






















Figura 64*“ Determinación del número de especies absorben­
tes ( serie variación de la clorhexidina).
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4.- METODO DE ASMUS
Con el fin de determinar la estequiometría del sistema verde 
de bromocresol-clorhexidina en presencia de tritón X-100 se proca 
de a la aplicación del método de Asmus (188).
El método de Asmus, llamado de la línea recta, fue utiliza-^
do en principio para complejos del tipo ML y, posteriormente am-
n
pliado por K.S. Klausen y F,J, Langmyrh (189) para complejos del
tipo M L . 
m n
Así para el equilibrio
MI L m M f n L  (l)
m n
dónde
K = J l Ü l i U l  (2)
|M L |
m n
La ecuación de Asmus toma la forma:
2
a v  b EJ 1 m a v  b
1 , o o , m , o , n  d , o o ,m-l , o An A
- - - =  ( - - - - - - )  C  ) - - - - - - - - - - - - - - - - - - ( - - - - - - - )  ( - - - - - ] (3)
v V V K Z K V V
siendo:
a y b las disoluciones iniciales de las disoluciones de M y L, 
o o
respectivamente.
v volumen constante tomada de M 
o
v volumen variable de L
V volumen total de la disolución final
E^ coeficiente de absortividad molar del compleja M L 
d m n
Z cociente A/d , módulo de la extinción molar suponiendo M L
m n
la única especie que absorbe.
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Al representar los valores l/vn frente a l/Z de una serie 
en la que se ha mantenido constante la concentración de M, cuan­
do el valor de "n" coincida con el coeficiente estequiométrico 
del complejo, la ecuación (3) corresponderá a la de una recta.
Para el coeficiente "m" se realiza una serie en la que la 
concentración de L se mantiene constante, tomando la ecuación de 
Asmus la forma:
2
b v  a E l  b v  a n
1 ^ o o ^ n j -  o ^ d   ^ o o ^n-1  ^ o  ^ m
vm V V K Z . V V K
(4)
Por último cabe decir, que se considera en principio apropia 
da la elección de dicho método por dar buenos resultados en el ca 
so de sistemas de estabilidad media, no precisándose el conoci­
miento de la concentración de las disoluciones de partida. Es 
también apropiado dado que se precisa la presencia de una sola es­
pecie absorbente, condición que en el apartado anterior se ha pues 
to de manifiesto para las zonas correspondientes a:
1,51< C, /C„„ , £-2,91 (variación verde de bromocresol)
VB Clorh * v 1
□,67^C / C ^ <  10,50 (variación de clorhexidina)
Método
Se preparan dos series de experiencias con el fin de determi 
nar la estequiometría de los sistemas verde de bromocresol-clorhe 
xidina solubilizados en tritón X-100, correspondientes a los inter 




A disoluciones en las que la concentración de clorhexidina
-4
se mantiene constante (l,40 mi de 3,67 10 M) se adicionan, en
este orden, cantidades crecientes de verde de bromocresol 9,42 
-4
10 M de manera que la realción de concentraciones C , /C
VB' Clorh.
sea mayor a 1,50, 5 mi de tampón, 1 mi de tritón X-100 2,5 °/o y 
se afora a 25 mi. ^el mismo modo, se preparan disoluciones que
mantienen constante la concentración de verde de bromocresol
-4 , -4
( 3,80 mi de 5,54 10 MJ y variable la de clorhexidina 3,09 10 M.
2- serie
Se procede del mismo modo que en la 1- serie, salvo que
la relación de concentraciones C., /C„^ , es inferior a 1,50.
VB Clorh. *
En las disoluciones en las que la concentración de clorhexi
_4
dina se mantiene constante (l,40 mi de 3,67 10 M), la solución
-4
madre de verde de bromocresol utilizada es 2,77 10 M y en las
-4
que la concentración de reactivo es constante (l mi de 5,54 10
, -3
MJ la de biguanida empleada es 2,16 10 M.
Las disoluciones "blancos" correspondientes se preparan 
del modo habitual.
Resultados y discusión
Se presentan los resultados obtenidos en la tabla 91 y en 
las figuras 65 y 66.
En la primera serie se obtienen sendas rectas para una es­
tequiometría clorhexidina:verde de bromocresol (l:2) y en la se­
gunda para una (ltlj. Se deduce la predominancia de uno u otro
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compuesto en función de la relación de concentraciones relativa.
A partir de la ordenada en el origen de la recta de Asmus 
para la variación del verde de bromocresol (l^ serie), se obtiene 
un valor para la constante condicional del sistema 1:2 de: 
b
= -1,625 ; K = 8,7 10_1°
K V
Así mismo, de la pendiente de la recta:
a v b „ E.
f o o , r o , 2  d 
(------ ) (---- )  = 0,613
V V K
= 18.3G0 cm ^ M ^ (valor similar al obtenido para la pendiente
de la 1- serie,correspondiente, a la curva de saturación en la que
se varía la clorhexidina).
Para el sistema 1:1 teniendo en cuenta la recta de Asmus pa 
ra la variación de la clorhexidina (2- serie) los valores corres­
pondientes son:
a i  _
-(— - - ) ---- = -1,374 ; K = 6,3 lo"
V K
b v a E
(----) (— --)----   0,819 ; E = 26.900 crrf M '
V V K
La recta de Asmus correspondiente a la variación de reactiva 
conduce a valores similares.
Los resultados que se dan están de acuerdo con las curvas de 
saturación obtenidas para el sistema verde de bromocresol-clorhe-





v(ml) A 1/A l/v 1/v2 1/v3
1,72 0,94 0,223 4,48 1,06 1,13 1,20
1,9© 1,04 0,239 4,18 0,96 0,92 0,89
2,1H 1,15 0,258 3,88 0,87 0,76 0,66
2,32 1,26 0,271 3,69 0,79 0,63 0,50
2,4© 1,35 0,283 3,53 0,74 0* 55 0,41
2, 6E9 1,47 0,293 3,41 0,68 0,46 0,32
Clorhh. = 3,67 10 
o
v = 1 
□
,4 mi ; VB = 9.4□
c /c
Cloirh. VB
v(ml) A 1/A 1/v 1/v2 1/v3
0,155 1,00 0,138 7,25
ooi—i 1,00 1,00
0,158 1,25 0,178 5,62 0,80 0,64 0,51
0,252 1,50 0,222 4,50 0,67 0,44 0,30
0,256 1,75 0,264 3,79 0,57 0,33 0,19
0,259 2,00 0,305 3,28 0,50 0,25 0,13
0, 3J3 2,25 0,352 2,84 0,44 0,20 0,09
0 377 2,50 0,405 2,47 0,40 0,16 0,06
0,4(0 2,75 0,450 2,22 0,36 0,13 0,05
-4 -4




< 3 1—1 A 1/A 1/v 1/v2 1/v3
0,380 0,56 0,052 19,2 1,79 3,20 5,70
0,550 0,92 0,080 12,5 1,09 1,18 1,28
0, 9P0 1,68 0,140 7,14 0,60 0,35 0‘ 21
1,038 2,00 0,157 6,37 0,50 0,25 0,13
1,229 2,40 0,183 5,46 0,42 0,17 0,07
1,551 2,80 0,205 4,88 0,36 0,13 0,05
-4 -4
Clorhh. = 3,67 10 , v = 1,4 mi ; VB = 2,77 10 M.
o o o _______ _
^Clcnrh.^VB
v(ml) A 1/A 1/v 1/v2 1/v3




4,333 1,15 0,366 2,73 0,87 0,76 0,66
5,033 1,33 0,384 2,60 0,75 0,57 0,43
6,770 1,78 O; 416 2,40 0,57 0,32 0,18
10,035 2,67 0,469 2,13 0,37 0,14 0,05
13,410 3,56 0,498 2,01 0,28 0,08 0,02
20,934 5,56 0,530 1,89 0,18 0,03 0,006
VB = 5,54 10”4 M, v = 1 mi ; Clorh. = 2,16 10 3 M
CD O O











l/v = 0 , 0 8 + 0,127/A (r = 0,9995) 3,00 4,00 l/A
1/v2 = -1,625+ 0,613/A (r=0,9992)














1/v = -1,374 +0,Q19/A (r=0,9994)
Figura 65.- Método de Asmus (2§ seris tabla 9l).





Se estudia la naturaleza del sistema verde de bromocresol- 
clorhexidina y se observa la formación de dos compuestos diferen­
tes , con abscisas 0,5 y 0,66 en la representación A = f ( C /
VB
CVB+ G Clorh3 y ° ’33 " °’5 6n 61 diasrama A " CClorh/CVB+ C CIorh)'
No se extrae información definitiva sobre la naturaleza del
sistema en presencia de tritón X-100 al aplicar el método de las
relaciones molares. De la curva de saturación dónde se varía la
concentración de verde de bromocresol se deduce la existencia de
un compuesto de estequiometría 1:2 (Clorh : V B) que alcanza la
saturación a relaciones molares C, f„/C__ , =2,9. Las curvas de
VB Clorh
saturación obtenidas al variar la biguanida parecen indicar la 
existencia de otra especie de estabilidad menor.
La aplicación del método de Asmus (adecuado para compuestos 
de estabilidad media ) previa determinación del número de especies 
absorbentes, establece la existencia de ambas asociaciaciones con 
estequiometrías 1:2 y 1:1 . Además permite calcular los valores
-10
de las constantes de estabilidad, siendo respectivamente 8,7 10 
-5
y 6,3 10 que justifican las curvas de saturación obtenidas.
La existencia de ambas especies y el estrecho margen de pH 
necesario para su obtención implican que el V B se encontrará en 
forma monoaniónica (pK 4,66 ) y la clorhexidina diprotonada (un 
proton por cada grupo biguanida; pKal= 2,3 y pKa2= lü,4).
L-a formación del compuesta 1:1 requiere la presencia de otro 
anión. Los ensayos cualitativas realizados sobre los precipitados
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(ausencia de tritón X-1G0) lavados unas 10 veces y redisuel-
tos en medio HNO . indican la existencia de iones C1 freac- 
3 ’ '■
ción positiva con AgNO ) en el caso de la especie 1:1 y su
ü
ausencia en la 1:2.
Por tanto los compuestos de asociación iónica en cues­
tión son : (BigH^)^"*" (VB) C1 y (BigH^)^(VB
. .,2 +  siendo BigH^
Cl-/' 'S-NH-C-NH-C-NH-(CH 1 -NH-C-NH-G-NH J  \  -C1
W /  Kh «HÍ 2 6  Mh \t\=j
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II.4.5.- DETERMINACION E5PECTR0FGTOMETRICA DE 
CLORHEXIDINA
Se procede a aplicar los resultados espectrofótométricos 
obütenidos a la determinación de clarhexidina en preparados far- 
maaceuticos. Dicha aplicación se realiza en dos modalidades dife 
reBntes:
a)).- Determinación espectrofotométrica directa (método conven­
cional) .
b)).- Determinación espectrofotométrica con las técnicas del Ana 
lisis por Inyección en Flujo (FIA).
En el primer caso se estudia el cumplimiento de la ley de 
Beeer especificando el intervalo óptimo de aplicación; la repro- 
dujcibilidad de la determinación; especies potencialmente inter- 
feerentes, y por último, se determina la clorhexidina contenida 
e m  el medicamento conocido como Hibitane 5
El apartado b) incluye además de lo expuesto para el a), 
ell estudio y optimización previas de todas las variables FIA 
diisponibles: velocidad de flujo, longitud del reactor y volumen 
dEe muestra. También requiere el repasa de la optimización de las 
veariables químicas del proceso: pH y concentración de reactivos.
El estado actual de la determinación se concreta diciendo 
qque es un proceso extracto-colorimétrico, con cloroformo como 
fc'ase apolar. La absortividad molar es 11,100 (longitud de onda 
4110 nm, pH 5,70), permite la detección de clorhexidina de 2,5 
ai 30 pg/ml con E^ = 3,8 °/o y dsr = 2,4 °/o. Con este procedimiento 
sse determina la biguanida contenida en soluciones de lavado de 
llentes de contacta, soluciones viscosas y champús. (7l).
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II.4.5.1.- METODO CONVENCIONAL
Se elige para llevar a cabo la determinación la especie 
Verde de Bromocresol-Clorhexidina-Triton X-100 de estequiome- 
tría 1:2 por ser más estable que la 1:1, alcanzándose la satu­
ración para relaciones C,,„/C „ , =2.9.
VB Clorh. ’
1.-CUMPLIMIENTO DE LA LEY DE BEER
Se realizan tres series de medidas a diferentes concentra 
ciones de verde de bromocresol (manteniendo un exceso de*3 veces 
sobre la concentración de clorhexidina máxima) y Tritón X-100. 
Todas las disoluciones se preparan en aforados de 25 mi y se mi 
de su absorbancia a 630 nm en celdas de 1 cm de camino óptico y 
termostatando a 259C.
Para la 1- serie se pipetean 3,8 mi de verde de bromocresol 
-4
5,54 10 M, a las que se añaden cantidades crecientes de clorhe 
-4
xidina 7,73 10 M, 5 mi de tampon y 1 mi de tensioactivo al
2,5 %
En la segunda experiencia la concentración de verde de bro-
mocresoles 1,11 10 ^ M y la de tritón X-100 0,2 °/o y en la terce
-4
ra serie se toman 10 mi del reactiva 5,54 10 M, siendo la con 
centración de surfactante del 0,5 °/o.
Los blancos correspondientes se preparan de la misma forma 
omitiendo la clorhexidina.
Resultados y discusión
Las rectas de calibrado y las gráficas de Ringbom corres­
pondientes se dan en las figuras 67 y 68 y los valores de absor 
bancia en la tabla 92.
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Se observa que a madida que aumenta la concentración de tri 
ton X-100 presente, disminuye el valor del coeficiente de absor 
tividad molar desde un valor de 14.200 a 11.400 cm \  a la vez 
que se amplía el rango de linealidad.
Los intervalos de concentración óptimos se hallan median­
te el gráfico de Ringbom (figura 68), el cual nos indica que el
_5
rango de clorhexidina afectado de mínimo error es 1,48 10 M a 
5,,56 10~5 M.
La pendiente del tramo recto del gráfico de Ringbom para 
las tres series realizadas es de aproximadamente 0,8 unidades 
de transmitancia, para una variación de 10 veces en el rango de 
concentración, lo que supone unos errares relativas del 2,9 °/o 
y 0,6 °/o en la precisión del análisis para unos errores fotomé- 
tricos absolutas del 1 y 0,2 D/o, respectivamente.
1® serie
Tabla 92.- Ley de Beer. Gráfico de F
Concentración de 
Clorhexidina (M) log C









1,55 10 -4,81 0,178 0,336
1,85 10 -4,73 0,222 0,400
2,16 10“ -4,67 0,264 0,456
2,47 10“ -4,61 0,305 0,505







3,71 10 -4,43 0,525 0,702
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25 seráe
Concenitración de ' 
Clorhe.xidina [M)





9,3 10 „ 
—5
-5,03 .0,114 0,231
1.48 10 -4,83 0,177 0,335
2,23 10" -4,65 0,271 0,464
2,97 10 -4,53 0,365 0,569
"3,71 10 -4,43 0,460 0,653
4,33 10“ -4,36 0,531 0,706
4,95 10 -4,31 0,614 0,757




log c A 1 - T































0 , 2 0 0
15 serie : A = -0,04+14283 C (r=0,9996)
25 serie : A = -0,005 +12466 C (r=0,99994)
35 serie : A = 0,01+11395 C (r=0,9998)
MxlO de Clarh.4,00 5,003,002,001,00










-5 4 log c
Figura 68.- Gráfico de Ringbom (ver tabla 92)
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2.- REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 
Método
Se mide la absorbancia de 4 series de 10 disoluciones pre 
paradas cada una de ellas independientemente de las otras, pera 
idénticas en la que respecta a la concentración de verde de bro­
mocresol, clorhexidina, tritón X-100, pH y fuerza iónica dentro 
de cada serie.
Las concentraciones de verde de bromocresol y tritón X-100
son iguales para las tres primeras series, siendo las respecti-
-5 -5
vas concentraciones de clorhexidina 1,26 10 , 2,16 10 y 3,40
10”5 M.
En la cuarta serie la concentración de verde de bromocre*^ 
sol y tritón X-100 son superiores, siendo la de clorhexidina 
3,49 10”5 M.
Las lecturas de absorbancia se realizan a 630 nm frente a 
un blanca patrón preparado de la misma forma que las respecti­
vas disoluciones, pero omitiendo la clorhexidina.
Resultados
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 93.
Las desviaciones standard relativas calculadas oscilan entre 
0,4 y 1,3 %
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Absorbancia
n2 d d d d
1 2 3 4
1 0 ,1 3 5 0 , 2 6 4 0 ,4 4 9 0 , 5 3 5
2 0 , 1 3 0 0 ,2 6 1 0 ,4 4 7 0 , 5 3 3
3 0 , 1 3 0 0 ,2 6 2 0 ,4 4 5 0 , 5 3 4
4 0 ,1 3 2 0 ,2 6 8 0 , 4 4 6 0 , 5 4 1
5 0 ,1 3 2 0 ,2 6 8 0 ,4 4 5 0 , 5 4 4
6 0 , 1 3 0 0 , 2 6 6 0 , 4 4 4 0 , 5 3 9
7 0} 132 0 ,2 6 2 0 , 4 4 3 0 , 5 4 1
a 0 , 1 3 0 0 ,2 6 5 0 ,4 4 5 0 , 5 3 8
9 0 ,1 3 3 0 ,2 6 5 0 , 4 4 6 0 , 5 3 2
10 0 , 1 3 3 0 ,2 6 7 0 ,4 4 3 0 , 5 3 9
°/o drs 1 , 3 H O 0 , 4 0 , 7
Tabla 93.- Reprcducibilidad del método. Para d^, d^ y d^
las concentraciones iniciales de verde de bromocresol y tri-
—5
ton X-1QG son 7,76 10 M y 0,1 °/° , respectivamente. Las de
”5 -5
clorhexidina correspondientes son: 1,24 10 , 2,16 10 y
-5 -4
3,40 10 M. Para d : verde debromocresol 1,11 10 : clorhexi-7 4 ’ 7
dina 3,49 10 ^ M y tritón X-100 0,2 °/o.
- 300 -
3.- ESTUDIO DE INTERFERENCIAS 
Método
Se preparan disoluciones de clorhexidina e ion interferen
te y se adicionan los reactivos de la forma descrita. Se mantie
nen constantes las concentraciones de clorhexidina, verde de bro
—5 —5
mocresol y tritón X-100 : 2,53 10 M, 7,76 10 M y 0,1 % res­
pectivamente, el pH se iguala a 5,35 y por último se toman me­
didas de absorbancia frente a un blanco patrón verde de bromo- 
cresol- tritón X-100 a 630 nm.
La concentración de especie extraña va en aumento hasta 
alcanzar un "techo" de 100 veces (M/M) ó en su defecto,un error 
del 3 °/o respecto a la concentración de la disolución que no con 
tiene ión interferente.
Resultados
Los resultados obtenidas se dan en la tabla 94.
Ninguna de las especies ensayadas (benzocaína, ácido ace- 
tilsalicílico, ácido ascórbico y sacarosa) interfiere en la de­






Interferente ( m) A A
c'2,53 10~5 - -
0 ,3 3 0
0 ,320
0 ,332
0 ,3 3 0
¡2 ,5 3  io”5 f3enzocaína 2 , 5 3  10~3
0 ,320
0 ,3 3 0
0 ,3 2 5
0 ,320
2 , 5 3  10”5 Acido Acetil 
salicilico
2 , 5 3  10"3
0 ,3 3 5
0 ,3 3 0
0 ,332
0 ,332
2 , 5 3  10~5
Acido ascór- 
bico
2 , 5 3  10” 3
0 ,3 3 0
0 ,3 2 0
0 ,327
0 ,320
2 , 5 3  10~5 Sacarosa 2 , 5 3  10"3
0 ,320
0 ,3 3 0
0 ,3 2 9
0 ,329
Tabla 94.- Estudio de especies interferentes .
4.—  DETERMINACION DE CLORHEXIDINA EN HIBITANE 5 °/o 
Méttodo
Se preparan 5 disoluciones idénticas que contienen 1 mi de
la solución obtenida al diluir 100 veces el Hibitane al 5%, 3,0
-4
mi de verde de bromocresol 5,54 10 M, 5 mi de tampón y 1 mi 
de tritón X-100 2,5 $>. Todo ello en un volumen final de 25 mi.
Se lee la absorbancia a 630 nm frente a blanco verde de 
braDmocresol- Tritón X-100, valor que se extrapola en la ley de 
Beeer correspondiente a la 1^ serie .:y se obtiene el correspon-
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diente valor de concentración.
Resultados
El valor de absorbancia medio de las cinco determinaciones
es 0,264, que sustituido en la ecuación A = -0,04 + 14.233 C
[r = 0,999o) proporciona un valor de concentración de clorhexidi 
-5
na de 2,13 10 M, que corresponde a una concentración en la di­
solución madre de Hibitane 5 °/o de 4,7 °/o. Dicho valor está de a- 
cuerdo con el obtenido mediante la aplicación del método stan­
dard [4,6 °/o), calculándose un error relativo del 2 °/o.
II.4.5.2.-DETERMINACION DE CLORHEXIDINA POR 
INYECCION EN FLUJO
Se procede a estudiar la determinación de clorhexidina por 
inyección en flujo usando detector colorimétrico. Para ello se 
pone a punto un montaje monocanal, en el cual la misma disolu - 
ción reactivo debidamente acondicionada hará el papel de porta­
dor y en el seno de la misma, se inserta la disolución de mues­
tra problema.
El montaje utiliza la unidad de dilución automática Tecator 
5020, provista de dos bombas peristálticas para impulsar el flu­
jo del portador-reactivo y la muestra, respectivamente, y vál­
vula de inyección rotatoria de volumen variable.
El tubo de reacción es de Teflón de 0,5 mm de diámetro in­
terior y el detector [colorímetro Perkin-Elmer, Coleman 55) va 
provisto de una celda de flujo de vidrio de 1 cm de camina ópti 
co y 18 pl de capacidad. El registrador es Unicam 45 AR.
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•La reacción utilizada es la descrita en las paginas anterio 
res: reacción con verde de bromocresol en presencia de tritón X- 








Figura 69.- Diagrama de fluijo del sistema para la determinación 
de clorhexidina.
Se realizaron ensayos previos variando las concentraciones 
de reactivos en el portador (verde de bromocresol, tritón X-IQO) 
así como el volumen de muestra insertada (clorhexidina en solu­
ción acuosa). Se obtuvieron picos cuando la relación C1( „/C„_
J VB Clorh
era 1 ó inferior.
Una vez observada la posibilidad de analizar muestras de 
clorhexidina con la técnica FIA se procede a estudiar las varia­
bles experimentales con vistas a su optimización.
Se estudia la variación de caudal, volumen de muestra, 
longitud del reactor, rango de aplicación e influencia de es­
pecies extrañas. En cada caso se tiene en cuenta tanto la sen­
sibilidad de la determinación (altura de pico) como la reproducá, 
bilidad de la misma (°/o dsr).
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Las experiencias se llevan a cabo preparando 500 mi de por 
tador-reactivo de la siguiente composición:
-4
50 mi de verde de bromocresol 5,15 10 M, 2,5 mi de tritón X-100
12,5 °la y 100 mi de tampón succínico-succinato de pH 5,35 y fuer 
za iónica 0,5 M.
_5
La concentración de clorhexidina utilizada fue 7,9 10 M.
1.- VARIACION DE LA VELOCIDAD DE FLUJO
Se varía el caudal del reactivo-portador entre 1,34 - 5,55 
ml/mn para diferentes volúmenes de muestra ( 30, 60, 100 y 140 
pi) y distintas longitudes del reactor. Se realizan cinco inyec­
ciones para cada caso.
Resultados
Los resultados obtenidos se dan en las tablas 95 y 96.
En la figura 70 se representan las alturas de pico frente a la 
velocidad del portador, mostrándose también algunos de los pi­
cos obtenidos en las figuras 71 y 72.
En el gráfico 70 se observa que para volúmenes de muestra 
de 30 pl la velocidad que proporciona alturas de pico superiores 
es la de 2,61 ml/mn , mientras que para el resto de volúmenes de 
inyección ensayados la que resulta más ventajosa es la de 3,14 
ml/mn, sin embargo, para determinadas longitudes del camino de 
reacción también pueden considerarse apropiadas las velocidades 
de 1,71 y 2,61 ml/mn. Los valores de la desviación standard re­
lativa oscilan entre 0,5 y 2,4 °/o , no permitiendo rechazar 
ninguna condición ensayada.
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Volumen de muestra 30 microlitros
Velocidad del portador (ml/mn)
longitud del 
tubo fcm]
1,71 2,61 2,73 3,14
A 0,051 0,070 0,066 0,064
67 h(cm) 4,2 5,7 5,4 5,2
% dsr 1,9 1,4 1,4- 1,0
A 0,049 0,071 0,051
92 h(cm) 4,0 5,8 4,2 -
°/o dsr 2,0 1,4 2,1. _
Á 0,040 0,040 0,038 0,031
117 h(cm) 3,3 3,2 3,0 2,4
% dsr 1,4 1,7 2,0 _ 1,0
Á 0,034 0,038 0,026
142 h(cm) 2,8 3,0 - 1,9
% dsr 1,9 2,4 1,0
Volumen de muestra SO microlitros
velocidad del portador (ml/mn)
longitud del 
tubo fcm)









Á 0,070 0,087 0,086 0,086 0,087 0,064
67 h(cm) 5,6 7,1 7,0 7,0 7,1 5,1
% dsr 2,0 1,2 1,0 1,4 0,8 0,9
A 0,094 0,092 0,094 0,096
92 h(cm) - 7,6 7,4 7,6 7,8 -
% dsr 0,6 0,9 0,6 1,0_
Á 0,080 0,081 0,082 0,087
117 h(cm) - 6,5 6,6 6,7 7,1 -








Tabla 95.- Optimización de variables FIA.
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Volumen de muestra 100 microlitros
velocidad del portador (ml/cm)
longitud del 
tubo (cm)
1,34 1,71 2,61 2,73 3,14 5,55
A 0,073 0,086 0,071
92 h(cm) 5,7 6,9 5,7 - -
°/o dsr 1,0 1,5 1,0
Á 0,081 0,095 0,094 ' 0,096 0,096
117 h(cm) 6,5 7,6 7,5 - 7,7 7,7
°/o dsr 1,0 1,1 1,1 0,7 1,5
A 0,102 0,100 0,101 0,102
142 h(cm) 8,2
oco 8,1 8,2


















Volumen de muestra 140 microlitros
velocidad del portador (ml/mn)
longitud del 
tubo fcm]







A 0,095 0,100 0,103 0,096
142 h(cm) 7,6 8,0 8,2 7,7
% dsr 0,8 1,0 0,7 0,8
A 0,056 0,075 0,075 0,076 ,
167 h(cm) 4,5 6,0 6,0 6,1
°/o dsr 1,3 1,0 2,0 0,9















2,00 3,00 4,00 v(ml/mn)
Figura 70.a.- Optimización de variables FIA: Influencia en la altura 









1,00 2,00 3,00 v(ml/mn)





Figura 70 b.- Optimización de variables FIA: influencia 
en la altura de pico de la velocidad de flujo.
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Figura 71.- Variación de la velocidad de flujo para un volumen de inyección de 
muestra de 60 microlitros y un camino de reacción de 67 cm. 1.- 1,34 ml/mn; 2.- 
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Figura 72.— Variación de la velocidad de flujo para un 
volumen de inyección de muestra de 100 microlitros y un 
camina de reacción de 142 cm. 1.- 1,71 ml/mn ; 2.- 3,14 
y 3.- 2,61.
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2.- VARIACION DE LA LONGITUD DEL REACTOR
El intervalo de caminos de reacción estudiado va de 42 
(mínima distancia que se podía utilizar con el instrumental des 
crito) a 167 cm para los cuatro volúmenes distintos de muestra.
Resultados y discusión
En la tabla 95 y 96 se muestran los resultadas obtenidos 
y en la figura 73 se representan las alturas de pico frente a 
la longitud del camino de reacción para las velocidades de flujo 
de 1,71 ; 2,61 ; 2,73 y 3,14 ml/mn. A la vista de la mencionada 
figura se elige como camino de reacción óptimo 92 cm para una 
velocidad de flujo de 3,14 ml/mn y un volumen de inyección de 
muestra de 60 microlitros, por proporcionar una sensibilidad 
adecuada. Para volúmenes de inyección de 100 y 140 microlitros 
se consiguen sensibilidades similares a la de 60 microlitros con 
las mayores longitudes del tubo de reacción estudiadas.
La figura 74 muestra alguno de los picos obtenidos, cabe 
señalar que para caminos de reacción inferiores ó iguales a 92 
cm y para volúmenes de muestra insertada de 100 ó 140 microlitros 
se obtienen picos dobles, lo que puede indicar que la reacción 
no ha transcurrido igualmente en todo el "bolo" de muestra. Cuan 
do la longitud es de 167 cm se observan valores negativos en la 
cola de cada pico, este fenómeno es generalmente imputable a las 
diferencias de índice de refracción y se puede solucionar con 
otros montajes distintos ( por ejemplo "menging zones" ). Este 
mismo fenómeno se observa a longitudes inferiores para el caso 















Figura 73a.- Optimización de variables FIA: influencia en la altura 













Figura 73b.- Optimización de variables FIA: influencia en la altura






6 0 ^ 1  y 2,61 ml/mn i0Q 3jl4 ml/mn
1.- 42 cm, 2.- 67 , 3.- 92 , 4.- 117 1.- cm, 2.- 117, 3.- 142.
Figura 74.- Variación del camino de reacción.
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3.- ESTUDIO QUIMICO DE LA REACCION VERDE DE BROMOCRESOL-CLORHEXI 
DINA EN PRESENCIA DE TRITON X-lOO EN UN SISTEMA DE FLUJO 
CONTINUO.
El estudio de la reacción verde de bromocresol-clorhexidi- 
na en presencia de tritón X-100 se ha realizado en condiciones 
esitáticas, donde se alcanza el estada de equilibrio. Dada que 
en las técnicas FIA na suele alcanzarse dicho equilibrio, ade­
más de tener lugar fenómenos de dispersión de la muestra, se 
creyó conveniente repasar el estudio químico de la reacción. 
Taimbién hay que recordar que la reacción puede dar lugar a dos 
compuestos verde de bromocresol-clorhexidina distintos de 
estequiometría 1:1 y 2:1.
Para ello se utilizan las condiciones FIA que en las pági 
ñas anteriores se revelan óptimas, es decir: 3,14 ml/mn, 92 cm 
de reactor y 60 microlitros de muestra inyectada.
Las variables químicas estudiadas son:
a).- Influencia del pH
b).- Influencia de la concentración de verde de bromocresol
c).- Influencia de la concentración de Tritón X-100
a) Influencia del pH 
Método
La concentración de verde de bromocresol estudiada es de
_5
5,15 10 M (0,063 °/o de tritón X-100) y la de clorhexidina 
-57,23 10 M ajustándose el pH añadiendo 20 mi del tampón por 
cada 100 mi de disolución portadora. Las diferentes soluciones 
tampón succínico-succinato son todas ellas de fuerza iónica 0,5 M.
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En este primer estudio se realizan lecturas de absorbancsa 
a cuatro longitudes de onda distintas 620, 630, 640 y 650 nm,pa­
ra observar algún hipotético corrimiento de las bandas obtenidas 
anteriormente.
Resultados y discusión
Los resultados obtenidos se dan en la tabla 97, represen­
tándose las alturas de pico frente al pH para distintas longitu 
des de onda en la figura 75. En esta figura se observa que para 
630 nm la curva obtenida presenta una meseta en el intervalo de 
pH que va de 4,80 a 5,15; esta misma meseta se obtiene para un 
rango de pH más restringido (4,80-4,96) para las demás longi­
tudes de onda ensayadas, desviándose positiva (640, 650 nm) ó 
negativamente (620 nm) para el intervalo de pH que va de 4,96 a 
5,15.
A la vista de estos resultados la longitud de onda óptima 
sigue siendo la de 630 nm, por lo que el rango de pH idóneo es 
4,80-5,15.
longitud de onda (nm)












































































































4,80 5,00 5,204,60 5,40 pH
Figura 75.- Influencia del pH en la altura de pico 
(ver tabla 97).
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b ) Influencia de la concentración de verde de bromocresol 
Mátcdc
Se preparan distintas soluciones portadoras en las que se 
mantiene constante la concentración de tritón X-100 (0,063 °/o),
pH 5,00 con tampón succínico-succinato y con distintas concentra
, -5 -4 ,
ciones de verde de bromocresol (5,15 10 - 1,26 10 MJ. La con
- 5
centración de clorhexidina utilizada es de 7,10 10 M y las 
condiciones FIA las que se mencionan en el apartado anterior, 
procediendose de la misma forma para obtener los registras corres 
pondientes.
Resultados y discusión
En la tabla 98 se dan los resultados obtenidos.
En la figura 76 que representa la altura de pico frente a
la concentración de verde de bromocresol, se obserba que aquella
es similar desde una relación C, , de 0,72 a 1,27 decre
VB Clorh.
ciendo para relaciones superiores. Esto es explicable teniendo 
en cuenta que existen dos sistemas VB-Clorhexidina (l:l) y (2:l) 
tal como se puso de manifiesto en el apartado anterior de la 
presente Memoria, presentando el (l:l) mayor coeficiente de ab- 
sortividad molar y siendo éste el responsable de los picos que 
aparecen en los distintos Fiagramas, puesto que lógicamente debe 




A h(cm) °/o dsr
5,15 10~5 0,083 4,6 1,1
5,89 10~5 0,078 4,3 1,1
7,21 10~5 0,078 4,3 1,2
9,05 10-5 0,069 3,8 1,1
-4
1,26 10 0,036 2,0 1,0






Figura 7 6.- Influencia de la concentración de Verde
de Bromocresol en la altura de pico (ver tabla 98).
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c).- Influencia de la concentración de tritón X-100 
Método
Las disoluciones portadoras contienen verde de bromocresol
_5
7,26 10 M, tampón succínico-succinato (pH 5,00, 20 mi por cada
100 mi de volumen final) y cantidades crecientes de tritón X-10G
/ / -5
desde un 0,031 % a 0,13 %. La clorhexidina utilizada es 7,23 10
M. Las absorbancias se leen a 630 nm , registrándose los respec­
tivos picos del modo habitual.
Resultados y discusión
En la tabla 99 se dan los resultados obtenidos y en la fi­
gura 77 se representan las alturas de pico frente a la concentra 
ción de tritón X-100.
De la misma forma que ocurría en el método estático la con­
centración de tritón X-100 es una variable crítica, obteniéndose 
mayores alturas de pico y una menor dsr para una concentración 
de tensioactivo del 0,063 °/o.
°/o Tritón X-100 A h(cm J u/o dsr
0,031 0,056 2,7 1,9
0,044 0,125 6,0 0,0
0,063 0,150 7,2 0,4
0,094 0,108 5,2 0,9
0,130 0,065 3,1 0,9
Tabla 99.- Influencia de la concentración de Tritón X-100
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h(cm)
% tritón X-1000,06 0,08
Figura 77.- Influencia de la concentración de tritón X-100
en la altura de pico (ver tabla 99).
4.- CARACTERISTICAS ANALITICAS
a) .- Recta de calibrado 
Método
Se prepara una curva de calibrado para la clorhexidina en 
las condiciones óptimas encontradas: 
volumen de muestra inyectada 6G microlitros 
longitud del camino de reacción 92 cm 
velocidad de flujo 3,14 ml/mn
La solución portadora está constituida por:
-5
verde de bromocresol 7,26 1G M 
tritón X-100 0,063 °/o
20 mi de tampón succínico-succinato (i = 0,5 M) de pH 5,00 por 
cada 100 mi de disolución.
La biguanida se inyecta en solución acuosa , siendo el
-5 -4
rango de concentración estudiado de 4,05 10 - 1,45 10 M,
después de su paso por el tubo de reacción se lee la absorbancia 
a 630 nm de la solución portadora y se mide la altura de los 
picos correspondientes. Todas las medidas son realizadas por 
triplicado.
Resultados y discusión
Los resultadas que se obtienen se dan en la tabla 100 y
en la figura 78 para el intervalo de clorhexidina que va de 
-5 -4
4,05 10 a 1,45 10 M. Los picos correspondientes se dan en 
el gráfica 79 .
- 324 -
Los ajustes de las rectas obtenidas al representar A y 
la altura de pico frente a la concentración de los distintos pa 
trones son los siguientes:
A = -0,13+4015 C (r=0,9993) 
h = -5,21 +179323 C (r=0,9995)
Ls sensibilidad de la reacción disminuye con respecta al 
método estático. Este hecho, general para cualquier procedimien 
to FIA excepto para los métodos cinéticos de stopped-flow, es 
debido a la dispersión física ó dilución en el flujo de la mués 
tra por una parte y al tiempo de reacción corto por otra, que 
permite conseguir rendimientos parciales; ambos efectos son con 
trapuestos en los métodos FIA con procesa química adicional.
Sin embargo, la rapidez y el ahorro de reactivos pueden justifi 
car la utilización del segundo frente al primero.
A todo esto hay que añadir que la reacción utilizada en los 
procedimientos descritos, estático y FIA, no es la. misma ya que 
se aprovecha la formación del compuesto 1:2 y 1:1 (clorhexidina: 




4,05 10 5 0,038 2,1
5,06 10-5 0,075 3,8
6,07 lo-5 0,110 5,5
7,23 10-5 0,156 7,6
8,10 10-5 0,200 9,4
9,11 io“5 0,245 11,3
1,01 io”4 0,280 13,3
1,16 io”4 0,340 15,6
1,30 io"4 0,389 17,8
1,45 10-4 0,427 19,7





A = -0,13 + 4014 C 
(r = 0,9993)
0,100-









Figura 78' Curvas de calibrado.
Picos correspondientes a la curva de calibrado de la tabla 100
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b ) Reproducibilidad
La precisión del método propuesto se determinó calculando 
la desviación standard de los valores obtenidos al inyectar 20 
veces un volumen de 60 microlitros de una solución de clorhexi-
_5
dina 8,10 10 M. Las condiciones experimentales son las descri 
tas en el apartada anterior.
Resultados
El valor de la desviación standard encontrada es del 0,8 %  
Los picos correspondientes se dan en la figura 8Q.
La velocidad de muestreo calculada teniendo en cuenta el 














c ) Estudio de especies interferentes 
Método
Se procede al estudio de la influencia que sobre la deter 
minación de clorhexidina pueden ejercer distintas especies (áci­
do ascórbico, ácido acetilsalicílico, sacarosa y benzocaína) 
que acompañan a las biguanidas en determinados preparadas farma 
ceuticos.
Para ello se preparan disoluciones de biguanida que contie 
nen a las mencionadas sustancias, procediendose a realizar las 
medidas correspondientes del modo habitual. Se elige un techo 
de 10G veces sobre la concentración de clorhexidina.
La concentración de verde de bromocresol utilizada es de
-5 -5
7,26 10 M y la de clorhexidina 8,10 10 M.
Resultados y discusión
De las especies ensayadas, la sacarosa no interfiere aún 
en un exceso de 100 veces y la benzocaína de 5 sobre la concen­
tración de clorhexidina, no admitiendo la disolución acuosa un 
exceso superior por tener esta una baja solubilidad en agua.
Sin embargo, los ácidos acetilsalicílico y ascórbico que en el 
método estático desarrollado podían estar presentes en una con*- 
centración 100 veces superior a la de biguanida, en la determi­
nación FIA solo pueden estar en un exceso de 50 veces. Ambas 
especies requieren la presencia de tampón en la disolución de 
muestra que va a ser inyectada (10 mi por cada 50 mi), compro-
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bándose previamente que la presencia da solución reguladora en 
la muestra a inyectar no modifica la altura del pico.
d).- Determinación de Clorhexidina en Hibitane 5 °/o solución 
concentrada.
La determinación se realiza por interpolación de la señal 
obtenida en la zona lineal de la recta de calibrado que se da 
en el apartado a).
Para ello se pipetean 0,3G mi de la solución de Hibitane 
5 °/o y se diluyen a 200 mi, inyectándose 60 microlitros de dicha 
muestra en la corriente portadora . La altura de pico obtenida 
es de 9,1 cm (media de 5 inyecciones) que corresponde a una con-
_5
centración de clorhexidina de 7,9 10 M, que supone una rique­
za para la solución madre del 4,7 °/o , igual a la obtenida median 
te la aplicación del método estático desarrollado en el apartado 
anterior de esta memoria .
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II.4.6.- CONCLUSIONES
- Se estudia la reacción entre el verde de bromocresol y la 
clorhexidina en presencia de tritón X-100. Los espectros 
obtenidos muestran que la clorhexidina intensifica la bancfe 
que aparece a 620 nm en disoluciones VB-tritón X-100, dismi 
nuyendo la intensidad de la banda situada sobre 420 nm.
- El intervalo óptima de pH resulta ser 5,20 - 5,60, eligién­
dose un pH de trabajo de 5,35 (tampón succínico/succinato).
- La concentración de tritón X-100 es una variable crítica 
para la absorbancia que presenta el sistema en cuestión a 
630 nm, no modificándose demasiada para concentraciones de 
tensioactivo superiores al 0,2 °/o.
- Las disoluciones verde de bromocresol - clorhexidina - tri 
ton X-100 son estables por lo menos 24 horas.
- El verde de bromocresol y la clorhexidina forman dos pares 
iónicos de estequiometrías 1:1 y 2:1 en ausencia de tritón 
X-100.
- En medio tritón X-100 también se obtienen las estequiome -
trías 1:1 y 2:1 para las especies que se forman, como ponen
de manifiesto los métodos de variaciones continuas y Asmus.
Los valares de las K , , condicionales calculadas a
disociación
partir de las rectas de Asmus correspondientes son de 
-5 -10
6,3 10 y 8,7 10 respectivamente, presentando el siste­
ma 1:1 mayor coeficiente de absortividad molar.
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- Se pone a punto un método de determinación espectrofotométri
co convencional de clorhexidina con el sistema V B - Clorh-
triton X-100 de estequiometría 2:1 que alcanza la saturación
a relaciones Clt /Cí = 2,9. El coeficiente de absortivi-
VB Clorh. ’
dad molar para distintas cantidades de teneioactivo presen­
te oscila entre 14.200 y 11.400. El gráfica de Ringbom da
un intervalo de concentración de clorhexidina afectada de
-5 -5
mínimo error de 1,48 10 - 5,56 10 M.
- El método es reproducible: las dsr calculadas para distintas 
disoluciones oscilan entre 0 ,4  y 1 ,3  °/o.
- No interfieren en la determinación de la biguanida las espe­
cies benzocaínah ácido acetilsalicílico, ácido ascórbico y 
sacarosa aún en un exceso de 100 veces en moles.
- La determinación de clorhexidina contenida en Hibitane ó °/o
da un valor de 4,7 % (error relativo respecto al método stan­
dard 2 °/o).
- Se pone a punto un método FIA (montaje rnonocanal) de deter­
minación de clorhexidina usando detector colorimétrico, apro 
vechando su reacción con verde de bromocresol en presencia 
de tritón X-100. La solución portadora está constituida por 
VB - tritón X-100 - tampón succínico/succinato y la bigua­
nida se inserta en solución acuosa. Las condiciones FIA óp­
timas son: volumen de inyección de muestra 60 microlitros, 
velocidad de flujo 3,14 ml/mn y longitud del reactor 92 cm.
- El intervalo de pH óptimo para llevar a cabo la determina­
ción FIA es 4,80 - 5,15; eligiéndose un pH de trabajo de 
5,00 (tampon succínico/succinato).
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- El estudio de la influencia del verde de bromocresol en la
altura de pico revela que ésta es similar para relaciones
C /C de 0,72 a 1,27, decreciendo para relaciones sú-
VB Clorh. ’ ’
periores* El sistema de estequiometría 1:1 es el responsable 
de los picos que aparecen en los distintos Fiagramas, pues 
to que lógicamente debe presentar una velocidad de formación 
superior.
- lia concentración de tensioactivo óptima es 0,063 °/o.
- La curva de calibrado obtenida en las condiciones óptimas
de trabaja y para una concentración de verde de bromocresol
-5 -5
de 7,26 10 M y un intervalo de clorhexidina de 4,05 ID -
-4
1,30 10 M resulta ser:
A = -0,13+4015 C (r = 0,9993) 
h = -5,21 + 179323 C (r= 0,9995)
- El procedimiento FIA presenta una dsr del 0,8 °/° (20 inyec­
ciones) y permite una velocidad de muestreo de 63 muestras/hr.
- El estudio de interferencias revela que la sacarosa no inter 
fiere en un exceso de 100 veces y la benzocaína de 5 sobre 
la concentración de clorhexidina no admitiendo la disolución 
acuosa un exceso superior de esta última. Los ácidos acetil­
salicílico y ascórbico no interfieren en un exceso de 50 ve 
ces, sin embargo, requieren la presencia de tampón en la di 
dolución de la muestra que se va a inyectar.
- La determinación FIA de clorhexidina en Hibitane 5 % da un 





Se determinan las constantes de acidez de la 2-sulfoetilbiguani
da (pKa3 0,85, pKa2 3,2 y 2,97 , pKa3 11,38) y el pK de su
ps
producto de reacción con Cu(ll) [pK 20,62'}. Se aprovecha la
ps
reacción del Cu(ll) con biguanidas para la valoración conducti 
métrica de estas últimas. Las biguanidas determinadas son : 
clorhexidina, proguanil (complejos sólidos) y metformin, moro- 
xidina (complejas solubles).
La optimización de las condiciones experimentales da como me­
dios más adecuados:
a).- Complejos sólidos.- 3 mi de NH^OH 0,2 M, 9 mi de NaOH 0,01 
M diluido a 60 mi con etanol al 15 %.
b),- Complejos solubles.- pH entre 11,00 - 11,50 que se consi­
gue con NaOH - NH„ en relación 1:15.
3
Las sales de Cu(ll) elegidas como valorantes son el Cu(Acetato)^ 
para el caso de la clorhexidina y proguanil , y el CuSO^ para 
el metformin y la moroxidina.
El método es aplicable en el intervalo de concentraciones :
-5 -4 ,
clorhexidina 5,76 10 - 3,40 10 M (E 0,4 -1,3 % y dsr 0,9-
-4 -§
1,2 °/o) ; metformin 2,55 10 - 1,70 10 M (E^ 1,1 - 2,0 °/o y
dsr 0,8 - 1,7 °/o ).
Se estudia la influencia de especies extrañas contenidos en 
los preparados farmacéuticos. Por último, se determinan las 
citadas biguanidas en muestras comerciales.
El estudio crítico - comparativo de las transiciones de color 
propuestas en las Farmacopeas para la valoración de biguanidcEs
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con ácido perclórico en medio ácido acético, revela que la 
mayor exactitud corresponde al violeta cristal y violeta de 
metilo. Por su nitidez son recomendables los dos citadas más 
el verde de malaquita, y no recomendables el Tropaolin y
el púrpura de bromocresol.
- Se elaboran y proponen dos nuevos indicadores mixtos de punto
gris :
violeta de metilo : amarillo de neozapon : azul de timol 
(1,7 : 4,7 : l) 
violeta cristal : amarilla de neozapon : azul de timol 
(l : 11 : 4)
Estos indicadores mixtos mejoran la exactitud y nitidez del 
viraje con respecto a los correspondientes indicadores sim- 
pies, como lo demuestran tanto los diagramas A j/^v y A E  /Av 
como las valoraciones visuales compararadas sobre disolucio­
nes de metformin.
- La última parte de esta Memoria estudia el sistema verde de
bromocresol - clorhexidina en presencia de Tritón X-100 y
medio tampón succínico-succinato. Se observa la formación
2t - - 2 +, -,
de pares iónicos Big^ VB C1 y Big^ (_VB .-en ausencia
de tritón X-100. Los valores de las constantes de disocia­
ción condicionales para las asociaciones 1:1 y 1:2, calcula­
das a partir de las rectas de Asmus correspondientes son 
-5 -10
6,3 10 y 8,7 10 respectivamente, en presencia de tritón.
- La formación del compuesto 1:2 permite la determinación, espec 
trofotométrica directa de clorhexidina en preparados farmaceu-
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—5 —5
ticos. Rango óptimo de aplicación 1,48 10 - 5,56 10 M ,
dsr 0,4 - 1,3 °/o. No interfieren el ácido ascórbico, ácido 
acetilsalicílico, sacarosa y benzocaína aún en un exceso de 
10G veces.
Se lleva a cabo esta determinación espectrofotométrica con 
técnicas FIA en un montaje monocanal, en el que la biguanida 
se inserta en la disolución portador-reactivo formada por 
verde de bromocresol - tritón X-100 - tampón succínico/succi- 
nato. Las caondiciones FIA más adecuadas son 60 microlitros 
de muestra, velocidad de flujo 3,14 ml/mn y longitud del reac­
tor 92 cm. El producto de reacción en este caso (al contrario 
del anterior)es el 1:1. Rango óptimo de aplicación 4,05 10 -
1,30 10 ^ , dsr 0,8 % y permite una velocidad de muestreo 
de 63 muestras/hora. Se estudian la influencia de especies 
extrañas y la determinación de clorhexidina en el preparado 
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